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In den nächsten Jahren wird weltweit ein starker Anstieg des Anteils Übergewichtiger 
an der Bevölkerung zu verzeichnen sein. Daraus resultiert auch ein Anstieg der 
Adipositas assoziierten Krankheiten und der damit verbundenen medizinischen und 
volkswirtschaftlichen Konsequenzen. Im Hinblick darauf sind Untersuchungen zur 
Klärung der Regulation des Körpergewichtes und der Entstehung von Übergewicht 
von grundlegender Bedeutung. Die vorliegende Promotionsarbeit liefert einen Beitrag 
zur Erforschung dieser Regulationsmechanismen des Körpergewichts, die aus einem 
komplexen Netzwerk hormoneller Signalwege bestehen. 
Dem Peptidhormon Obestatin, das wahrscheinlich an den Rezeptor GPR39 bindet, 
wurde eine gewichtsreduzierende Wirkung zugeschrieben. Ziel dieser Arbeit war es 
deshalb, die Wirkungsweise dieses Hormons in Bezug auf die Proliferation und die 
Differenzierung im (Prä-)Adipozytenmodell 3T3-L1 näher zu untersuchen. Der 
Einfluss von Obestatin in Abhängigkeit von seiner Konzentration auf diese murinen, 
embryonalen Zellen wurde zum einen mittels colorimetrischem Proliferationstest 
untersucht. Zum anderen wurde die Aktivität der MAP-Kinase ERK1/2, 
Schlüsselenym der Zellproliferation und Zelldifferenzierung, während der Proliferation 
mittels in situ ELISA und SDS-Page/Western Blot bestimmt. Der Einfluss von 
Obestatin auf die Differenzierung der 3T3-L1 Zellen wurde anhand ihres 
Differenzierungsgrad mit Hilfe des lipophilen Farbstoffes AdipoRed evaluiert. 
Darüberhinaus erfolgte mittels quantitativer PCR die Bestimmung der Expression des 
Obestatinrezeptor-Gens GPR39 in humanem Fettgewebe. Ausgehend von der 
Annahme, dass durch eine autogene Regulation die Rezeptorenanzahl in Abhängigkeit 
vom Körpergewicht variiert wird, wurde der statistische Zusammenhang zwischen der 
Expression des hGPR39-Rezeptor-Gens und dem Alter bzw. Body-Mass-Index von 
Patienten untersucht, denen Proben von viszeralem oder subkutanem Fett entnommen 
wurden.  
 
In Zusammenschau aller Versuchsergebnisse, die in dieser Dissertationsarbeit erzielt 
wurden, kann davon ausgegangen werden, dass das hier verwendete Obestatin 
insgesamt keinen Effekt auf das Adipozytenmodell 3T3-L1 besitzt, weil ein Substrat 
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verwendet wurde, das wohl eine zu geringe Konzentration des Hormons Obestatin 
enthielt. Durch neue Forschungsergebnisse anderer Arbeitsgruppen muss vermutet 
werden, dass der tatsächliche Anteil von Obestatin in nicht speziell aufbereiteten 
Substraten zu gering ist, um mit den angewendeten Nachweisverfahren signifikante 
Effekte zu erzielen. 
Bei den Untersuchungen eines Zusammenhangs zwischen der Expression des 
hGPR39-Gens und dem BMI wurden die Ergebnisse der 12 Proben mithilfe der 
univarianten Varianzanalyse (SPSS) statistisch geprüft. Ohne Beachtung eines 
Ausreißer-Messwertes konnte dabei ein nahezu signifikanter, positiv linearer 
Zusammenhang zwischen der normierten Kopienzahl des Rezeptor-Gens und dem 
BMI gezeigt werden. Sollte durch zusätzliche Experimente dieser Zusammenhang 
Signifikanz erlangen, schiene es denkbar, dass Obestatin nicht – wie bisher 
angenommen – eine Verminderung der Gewichtszunahme bewirkt, sondern 
möglicherweise den adipösen Phänotyp und die damit verbundenen Begleit- und 
Folgekrankheiten befördert. 
 






Die optimale Verwertung eines geringen Nahrungsangebotes ist ein wichtiger 
Überlebensvorteil. Wer in kurzen Zeiten des Überflusses Energie in Fettzellen 
speichern kann, überlebt auch Zeiten des Nahrungsmangels. Da in der westlichen Welt 
jedoch seit einigen Jahrzehnten ein dauerhaftes Überangebot an Nahrung vorliegt, 
kommt es nur noch selten zu Situationen in denen auf die eingespeicherte Energie 
zurückgegriffen werden müsste. Zu viel und falsche Ernährung einerseits und zu wenig 
Bewegung andererseits führen heute zu einer ungesunden, dauerhaft positiven 
Energiebilanz. Das dadurch entstehende Übergewicht steht in direktem 
Zusammenhang mit vielen Zivilisationskrankheiten. Diese sind Begleit- oder 
Folgekrankheiten der Adipositas, wie beispielsweise Diabetes mellitus Typ II oder 
arterielle Hypertonie. Sie werden durch die Vermehrung der Körperfettmasse 
verursacht und haben metabolische, statische und psychosoziale Auswirkungen.  
Deshalb sind nicht nur Untersuchungen zur Art der „veränderten Lebensumstände“ 
wichtig, sondern vorallem auch die Erforschung der Regulation des Körpergewichtes 
und der grundlegenden Entstehung von Übergewicht. 
Im (Prä-)Adipozytenmodell soll in dieser Promotionsarbeit die Wirkungsweise des 
Peptidhormons Obestatin, dem eine gewichtsinhibierende Wirkung zugeschrieben 
wurde, auf die Proliferation und Differenzierung von 3T3-L1 Zellen 
molekularbiologisch untersucht werden. Darüberhinaus wurde durch Studien an 
humanen Fettgewebeproben versucht, einen Zusammenhang zwischen der Expression 
des Obestatinrezeptoren hGPR39 und dem Body-Mass-Index (BMI) bzw. Alter der 









2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN 
2.1 Definition und Klassifikation von Übergewicht und 
Adipositas 
 
Die Adipositas (lat. adeps = fett) bzw. Fettleibigkeit ist eine Bezeichnung für starkes 
Übergewicht durch eine über das normale Maß hinausgehende Vermehrung des 
Körperfettes mit krankhaften Auswirkungen. Es werden drei Schweregrade 
unterschieden. Die Abgrenzung zwischen den verschiedenen Schweregraden erfolgt 
über den Body-Mass-Index (BMI), der folgendermaßen berechnet wird:  
 
BMI = Körpergewicht (kg) / Körpergröße² (m²) 
 
Wie in Tabelle 2-1 aufgeführt, gilt für Normalgewichtige ein BMI zwischen 18,5 
kg/m² und 25 kg/m², während Personen ab einem BMI von mehr als 25 kg/m² als 
übergewichtig eingestuft werden. 
 
Kategorie BMI (kg/m²) Gesundheitsrisiken 
Untergewicht < 18,5 niedrig  
Normalgewicht 18,5 bis < 24,9 durchschnittlich 
Übergewicht 25 bis < 29,9 gering erhöht 
 Grad 1 30 bis < 34,9 erhöht 
Adipositas  Grad 2 35 bis < 39,9 hoch  
 Grad 3 ≥ 40 sehr hoch 
Tab. 2-1 Gewichtsklassifikation anhand des BMI und Bewertung der 
Gesundheits-risiken beim Erwachsenen. Die Gesundheitsrisiken bestehen darin, an 
möglichen Begleit- oder Folgekrankheiten des Übergewichts zu erkranken. Modifiziert 
nach [Adipositas-Leitlinien der Deutschen Adipositas Gesellschaft, 2008] 
 
 
Dabei wird das Übergewicht mit einem BMI zwischen 25 bis 29,9 kg/m² auch als 
Präadipositas bezeichnet und ab einem BMI > 30 kg/m² als Krankheit eingestuft. Diese 
wird dabei in die Schweregrade 1 bis 3 unterteilt. Die Adipositas Grad 3 wird auch 
unter dem Begriff Adipositas permagna oder morbider Adipositas geführt.  
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Bei Adipositas handelt sich um eine chronische Krankheit mit eingeschränkter 
Lebensqualität und hohem Morbiditäts- und Mortalitätsrisiko [WHO, 2000], bedingt 
vor allem durch das Risiko an Adipositas assoziierten Krankheiten zu erkranken. Ab 
einer Adipositas ersten Grades ist das Risiko, unter den Begleiterkrankungen des 
Übergewichts zu leiden, erhöht, ab einem BMI > 35 kg/m² als hoch und ab einem BMI 
> 40 kg/m² als sehr hoch einzustufen [Adipositas-Leitlinien der Deutschen Adipositas 
Gesellschaft, 2008]. 
Die mit Adipositas verbunden Begleit- oder Folgekrankheiten haben metabolische, 
statische und psychosoziale Auswirkungen [Wirth, 2008]. Auszugsweise sind 
nachfolgende Beispiele genannt: Störungen des Kohlenhydratstoffwechsels (z.B. 
Diabetes mellitus Typ II, Insulinresistenz), arterielle Hypertonie, linksventrikuläre 
Hypertrophie, kardiovaskuläre Erkrankungen (z.B. Koronare Herzkrankheit, 
Schlaganfall, Herzinsuffizienz), Dyslipoproteinämie (niedriges HDL-Cholesterin, 
Hypertriglyceridämie), Gicht bzw. Hyperurikämie, pulmonale Komplikationen (z.B. 
Schlafapnoe-Syndrom), gastrointestinale Erkrankungen (z.B. Cholezystolithiasis, 
Fettleber, Refluxkrankheit), Störungen der Hämostase mit einer Steigerung der 
Gerinnung und Hemmung der Fibrinolyse, chronische Inflammation (u.a. erhöhtes 
CRP), erhöhtes Karzinomrisiko (bei Frauen hauptsächlich im Bereich des 
Endometriums, der Zervix, der Ovarien, der Mammae, der Nieren und des Kolons; bei 
Männern unter anderem der Prostata, des Kolons, der Gallenblase, des Pankreas, der 
Leber, der Nieren oder des Ösophagus), hormonelle Störungen (z.B. 
Hyperandrogenämie bei Frauen, erniedrigte Testosteronspiegel bei Männern), 
degenerative Erkrankungen des Bewegungsapparates (vorallem Gonarthrose und 
Wirbelsäulensyndrome), ein erhöhtes Operations- und Narkoserisiko, allgemeine 
Beschwerden wie z.B. Belastungsdyspnoe, psychosoziale Konsequenzen mit erhöhter 
Depressivität und Ängstlichkeit, sowie eine verminderte Lebensqualität [Adipositas-
Leitlinien der Deutschen Adipositas Gesellschaft, 2007]. Zusätzlich ist Adipositas 
verbunden mit Funktionsstörungen, die aus der veränderten Sekretion durch 
hypertrophische und hyperplastische Adipozyten resultieren [Krug & Ehrhart-
Bornstein, 2005]. Hierbei spielt insbesondere ein subklinischer, proinflammatorischer 
Status des Fettgewebes eine substantielle Rolle bei der Entwicklung von Adipositas-
assoziierten Krankheiten [Vleugels, 2008]. 
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Nicht für alle Krankheiten ist dabei allein die Fettmasse, gemessen mit dem BMI, 
entscheidend. Für das Risiko Adipositas-assoziierter Herz-Kreislauf-Erkrankung ist 
vor allem das Fettverteilungsmuster im Körper ausschlaggebend. Die viszerale 
Fettmasse korreliert dabei besonders eng mit den kardiovaskulären Risikofaktoren und 
Komplikationen [Siavash et al., 2008], [Despres et al., 2001], denn sie ist sehr 
stoffwechselaktiv [Despres et al., 2001]. 
 
In Deutschland sind laut des Mikrozensus 2009 des statistischen Bundesamtes 
insgesamt 60,1% der Männer und 42,9% der Frauen übergewichtig [Mikrozensus, 
2009]. Bisher galten als Ursachen von Übergewicht und Adipositas vorallem die 
genetische Disposition und der moderne Lebensstil. Außerdem Überernährung, 
mangelnde Bewegung, Stress, Essstörungen, endokrine Erkrankungen wie 
Hypothyreose oder das Cushing-Syndrom und einige Medikamente wie beispielsweise 
Antidepressiva, Neuroleptika oder Glukokortikoide [Adipositas-Leitlinien der 
Deutschen Adipositas Gesellschaft, 2007]. 
Durch die Zunahme des Übergewichts in der Bevölkerung und den damit verbundenen 
medizinischen und volkswirtschaftlichen Konsequenzen ist Adipositas ein 
weitreichendes Problem. Mittlerweile werden für die Behandlung der Folgen von 
Übergewicht und Adipositas etwa 5% der Gesundheitsausgaben in Industrieländern 
aufgewendet [Adipositas-Leitlinien der Deutschen Adipositas Gesellschaft, 2007]. 
Deshalb ist eine ganzheitliche Vorgehensweise in allen Gesellschaftssektoren 
erforderlich. Unter anderem tragen die naturwissenschaftlichen Untersuchungen zur 
Klärung der Regulation des Körpergewichts zur effektive Prävention und Handhabung 
von Übergewicht bei und sind deshalb von essentieller Bedeutung [WHO, 2003]. 
 
2.2 Hormone und ihr Einfluss auf das Körpergewicht 
 
Hormone sind biochemische Stoffe, die als Signal- und Botenmoleküle der Regulation  
verschiedener Körperfunktionen dienen. Der Begriff Hormon (griechisch: „antreiben“) 
wurde 1905 von Ernest Starling geprägt, der ihn als Botenstoff zwischen zwei Organen 
definierte. Nach neuerer Definition sind Hormone organische Verbindungen, die als 
interzelluläre Signalstoffe in endokrinen Organen oder Geweben produziert werden, 
mit dem Blut in freier oder gebundener Form zu ihren Erfolgsorganen gelangen und in 
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extrem geringer Konzentration den Stoffwechsel charakteristisch beeinflussen 
[Pschyrembel, 2002 a]. Sie sind für die Lebensvorgänge unersetzbar und müssen 
deshalb ständig neu produziert werden [Henderson, 2005].  
Ihre spezifische Wirkung vermitteln Hormonrezeptoren. Diese sind gewebsspezifische 
Eiweißkörper, die in der Zellmembran oder intrazellulär liegen [Roche Lexikon 
Medizin, 1999]. Im Gegensatz zur hohen Geschwindigkeit bei der beispielsweise durch 
Nerven vermittelten Information können von der Hormonausschüttung bis zu ihrer 
Wirkung einige Sekunden (wie bei Katecholaminen) bis Stunden (wie bei 
Steroidhormonen) vergehen. 
 
Peptidhormone sind eine Untergruppe der Hormone. Zu ihnen gehören physiologisch 
hochaktive Peptide, die zu einem Großteil das Körpergewicht regulieren [Badman & 
Flier, 2005]. Dabei werden Peptidhormone an den Ribosomen der Hormondrüsen als 
längere Vorläuferproteine (Prohormone) synthetisiert und in sekretorische Vesikel 
gehüllt. Dort werden die Prohormone durch limitierte enzymatische Proteolyse 
gespalten. Dadurch erst entsteht das aktive Hormon, das anschließend auf ein 
spezifisches Signal durch Exozytose freigesetzt wird. Die aktiven Peptidhormone 
gelangen ins Blut und mit diesem zu den verschiedenen Zielzellen im Körper 
(endokrine Wirkung) [Nelson & Cox, 2001]. Am Wirkungsort binden Peptidhormone 
an Rezeptoren in der Plasmamembran und vermitteln so ihre Wirkung auf die 
Zielzelle. Als „first messenger“ dienen reversible Komplexe mit ihren spezifischen 
Membranrezeptoren, die in der Zelle die Bildung eines zweiten Botenstoffs („second 
messenger“) bewirkt. Diese intrazellulären Botenstoffe, wie beispielsweise cAMP oder 
Kalziumionen, können wiederum die Aktivität spezifischer Enzyme ändern und somit 
den gesamten Stoffwechsel der Zelle [Nelson & Cox, 2001]. 
Die Steuerung des Gleichgewichtes der Körperfunktionen besteht also aus komplexen 
Netzwerken hormoneller Signalwege, denen auch die Regulation des Körpergewichtes 
unterliegt [Nogueiras & Tschöp, 2005]. Über hypothalamisch-hypophysäre 
Regelkreise beeinflussen beispielsweise die Schilddrüsenhormone den 
Energiehaushalt. Durch feedback-Mechanismen kontrollieren und regulieren sie ihre 
Plasmakonzentrationen selbst. Andere gewichtsregulierenden Hormone wirken nicht 
über dieses System. Einige, wie beispielsweise die appetitregulierenden 
Endocannabinoide (z. B. Anandamid) oder Neuropeptid Y, wirken dabei über 
Regelkreise, die noch nicht vollständig bekannt sind [www.medicoconsult.de].  
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In den letzten Jahren werden zudem immer neue Botenstoffe entdeckt, die einen 
Einfluss auf das Körpergewicht zu haben scheinen. Darunter sind auch die beiden 
Peptidhormone Ghrelin und Obestatin, von denen letzteres in der vorliegenden 
Dissertationsarbeit genauer untersucht werden soll. 
 
2.2.1 Ghrelin und Obestatin: gleicher Ursprung – entgegengesetzte    
Wirkung? 
 
Die Aminosäuresequenz des Vorläuferproteins Prepro-Ghrelin, aus dem durch 
enzymatische Proteolyse sowohl Ghrelin als auch Obestatin entsteht, ist in folgender 
Abbildung 2-1 dargestellt. 
 
 
Abb. 2-1 Aminosäuresequenz des Vorläuferproteins Prepro-Ghrelin. Die farblich 
markierten Abschnitte bezeichnen die durch posttranslationale Modifikation 
entstehenden Peptidhormone Obestatin (gelb) und Ghrelin (blau) bei der Ratte und 





Der Name Ghrelin leitet sich von „Growth Hormone Release Inducing“ ab und 
bezeichnet ein Hormon, das neben der Regulation der Wachstumshormonsekretion 
eine Reihe anderer Wirkungen besitzt.  
Das Peptidhormon Ghrelin wurde im Jahre 1999 von Kojima et al. im Magen der Ratte 
entdeckt. Dort entsteht es in den Epithelzellen des Magenfundus durch 
posttranslationale Modifikationen aus den Aminosäuren 24-51 des 117 Aminosäuren 
umfassenden Prepro-Ghrelins (s. Abb. 2-1). Die dritte Aminosäure (Serin) des 
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funktionsfähigen Hormons ist mit Octansäure verestert. Diese Modifikation aktiviert 
das Hormon und ist essentiell für dessen Wirkung.  
Seine spezifische Wirkung vermittelt Ghrelin durch Bindung an den GHS-Rezeptor 
(Growth Hormone Secretagogue Receptor). Die Halbwertszeit von Ghrelin im Plasma 
ist sehr gering [Zizzari et al., 2009]. Die Ausschüttung in den Blutkreislauf erfolgt 
hauptsächlich aus den Epithelzellen des Magenfundus. Aber in geringen Mengen wird 
Ghrelin auch in anderen Abschnitten des Magen-Darm-Traktes, der Plazenta, den 
Nieren, im Hypothalamus und der Hypophyse gebildet [Bowen, 2009].  
Der Plasmaspiegel von Ghrelin ist im Fastenzustand erhöht, sinkt aber nach 
Nahrungsaufnahme rasch wieder ab. Insgesamt besteht eine lineare, negative 
Korrelation zwischen dem Ghrelinspiegel und dem Body-Mass-Index [Palik et al., 
2005].  
 
Bis heute ist Ghrelin das einzige in der Körperperipherie gebildete Hormon, das den 
Appetit steigert [www.medicoconsult.de]. Es bewirkt außerdem eine konzentrations-
abhängige Steigerung der Nahrungsaufnahme [Dhillo & Liebert, 2007] und der 
Entleerung des Magens. Darüber hinaus senkt es den Energieverbrauch [Nogueiras & 
Tschöp, 2005], [Tschöp et al., 2000] und regt zentral die Sekretion von Neuropeptid Y 
an, das als ein effektiver Stimulator des Appetits bekannt ist [Renz-Polster et al., 2004 
b]. Die durch Neuropeptid Y induzierte Nahrungsaufnahme scheint dabei aber nicht 
allein verantwortlich für die vermehrte Fettbildung durch Ghrelin zu sein [Tschöp et 
al., 2000]. Es entsteht in vivo vielmehr eine positive Energiebilanz; unabhängig von 
einer Veränderung der Bewegungsaktivität.  
Bei in vitro Untersuchungen wurde beschrieben, dass Ghrelin die Differenzierung der 
Präadipozyten zu Adipozyten stimuliert und einen antilipolytischen Effekt auf 
Adipozyten besitzt [Choi et al., 2003]. Auch bei der Zelllinie 3T3-L1 konnte gezeigt 
werden, dass Ghrelin die Proliferation und die Differenzierung der (prä-
)adipozytenähnlichen Zellen fördert [Liu et al., 2009]. In der Praxis wird mit der Gabe 
von Ghrelin oder die Aktivierung des Ghrelin-Rezeptors bereits Appetitlosigkeit und 
Gewichtsverlust behandelt [Badman & Flier, 2005]. 
 
 





Obestatin ist ein Peptidhormon, das - wie Ghrelin - im Magen aus dem Vorläuferpeptid 
Prepro-Ghrelin freigesetzt wird [Pressemitteilung der Stanford University, 2005] und 
über das Blut in die Peripherie gelangt. Es wurde 2005 von einer Forschergruppe um 
Jian V. Zhang im Magen der Ratte entdeckt und wegen seiner im Tierversuch 
beobachteten Verminderung der Gewichtszunahme Obestatin genannt ([Zhang et al., 
2005], [Nogueiras & Tschöp, 2005]). Diese Bezeichnung setzt sich aus dem 
lateinischen Wort „obesus“ (= dick) und dem Wort „statin“ (= unterdrücken) 
zusammen [Zhang et al., 2005].  
Obestatin wird aus den Aminosäuren 76-98 des Prepro-Ghrelins gebildet (s. Abb. 2-1) 
[Nogueiras & Tschöp, 2005] und geht durch eine posttranslationale Amidierung am C-
Terminus in seine aktive Form über. Seine Halbwertszeit im Plasma beträgt etwa 22 
min. Deshalb wird vermutet, dass Obestatin in regelmäßigen Zeitabständen an das 
Plasma abgegeben wird [Zizzari et al., 2007]. Laut Zhang et al. vermittelt Obestatin 
seine Wirkung durch die Bindung an den G-Protein gekoppelten Rezeptor GPR39 
[Zhang et al., 2005].  
2006 wurde publiziert: „Es ist selten, dass mehr als ein Protein aus einer einzigen 
Gensequenz entsteht. Was die Hormone Ghrelin und Obestatin noch ungewöhnlicher 
macht, ist die Tatsache, dass zwei Proteine aus derselben Sequenz solch 
entgegengesetzte Wirkung besitzen: Obestatin verhält sich in mehrfacher Hinsicht als 
das Anti-Ghrelin.“ [Spector, 2006].  
Denn bei Zhang et al. zeigte Obestatin im Tierversuch mit Ratten eine hemmende 
Wirkung auf die Nahrungsaufnahme, inhibierte die Kontraktionen des Jejunums und 
verlangsamte die Gewichtszunahme [Zhang et al., 2008]. Außerdem publizierte JV 
Zhang eine sowohl durch die periphere als auch zentrale Gabe von Obestatin induzierte 
Reduktion der Nahrungsaufnahme und des Körpergewichts bei Ratten [Zhang et al., 
2005]. Darüber hinaus wurde vermutet, dass Obestatin den Energieverbrauch auch 
ohne Steigerung der Bewegungsaktivität erhöhen kann [Nogueiras & Tschöp, 2005]. 
Eine Studie von Nakahara et al. zeigte, dass bei adipösen Patienten die Plasmaspiegel 
von Obestatin signifikant niedriger, bei Anorexia nervosa Patienten signifikant höher 
sind als bei Normalgewichtigen [Nakahara et al., 2008]. Daher ging man davon aus, 
dass Obestatin möglicherweise beim Menschen als Appetitzügler wie auch zur 
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vorbeugenden Behandlung von Übergewicht eingesetzt werden könnte [Nogueiras & 
Tschöp, 2005]. 
 
Nachfolgende Studien an Mäusen [Holst et al., 2007] und Ratten [Nogueiras et al., 
2007]  konnten die genannten Ergebnisse jedoch nicht reproduzieren. Sie zweifeln 
deshalb an der Rolle von Obestatin als ein GPR39-Ligand ([Holst et al., 2007], 
[Lauwers et al., 2006]) und generell an seiner gewichtsreduzierenden Wirkung. 
Daraufhin schränkten Zhang et al. 2008 ihre Aussage insofern ein, dass lediglich 
angenommen werde, dass Obestatin mit GPR39 interagiere, da „Studien, die GPR39-
null mice benutzen, sowohl geänderte gastrointestinale und metabolische Funktionen 
zeigten, als auch einen Anstieg im endgültigen Körpergewicht und der 
Körperfettzusammensetzung“ [Zhang et al., 2008]. 
Damit lässt der derzeitige Forschungsstand viele Fragen über Obestatin offen, welche 
durch weitere Studien geklärt werden müssen. In der hier vorgelegten 
Dissertationsarbeit werden Untersuchungen am Adipozytenmodell 3T3-L1 
durchgeführt, um die Wirkungsweise von Obestatin weiter zu beleuchten. 
 
2.2.4 Rezeptoren: GHS und GPR39 
 
Die Hormone Obestatin und Ghrelin binden nach unterschiedlichen Modifikationen an 
verschiedene Rezeptoren. Während Ghrelin an den GHS-Rezeptor bindet, vermittelt 
laut Zhang et al. Obestatin seine Wirkung wahrscheinlich über den G-Protein 
gekoppelten Rezeptor GPR39 [Zhang et al., 2008].  
GPR39 und GHSR gehören zu den „G protein-coupled receptors“ (GPCRs). Aufgrund 
der (möglicherweise) entgegengesetzten, gewichtsregulierenden Wirkung von 
Obestatin und Ghrelin und der gleichen Klassenzugehörigkeit ihrer Rezeptoren 
vermuteten Zhang et al. 2005, dass beide Rezeptoren - wie schon ihre Liganden - 
möglicherweise gleichen Ursprungs sein könnten und so Teil eines empfindlichen 
Gleichgewichts darstellten [Zhang et al., 2005]. Diese Vorstellung lehnte sich an das 
bereits bekannte, teilweise gegensätzliche Wirkungsprinzip zweier Corticotropin-
releasing-hormone-Rezeptoren und ihrer Liganden an, die die adaptive Stressantwort 
regulieren [Reyers et al., 2001], [Hsu & Hsueh, 2001], [Lewis et al., 2001]. 
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Quantitative PCR-Analysen haben gezeigt, dass GPR39 bei Ratten vor allem im 
Jejunum, Duodenum, Magen, in der Hypophyse und im Hypothalamus exprimiert wird 
[Zhang et al., 2005]. Er wird demnach vor allem dort gebildet, wo Energieabgabe und  
-aufnahme reguliert werden [Nogueiras & Tschöp, 2005]. 2007 wurde auch erstmals 
die Expression von GPR39 im Fettgewebe des Menschen beschrieben [Catalán et al., 
2007].   
 
Durch die Studienergebnisse von Holst et al. und Lauwers et al. (s. auch unter 2.2.3.) 
muss aber nicht nur die Wirkung der verminderten Gewichtszunahme durch Obestatin 
bezweifelt werden, sondern auch seine Rolle als GPR39-Ligand ([Holst et al., 2007], 
[Lauwers et al., 2006]). In diesen Arbeitsgruppen konnte keine spezifische Bindung 
zwischen Obestatin und GPR39 nachgewiesen werden [Holst et al., 2007]. 
Zhang et al. vermuteten jedoch, dass diese uneinheitlichen Ergebnisse durch 
unterschiedliche Bioaktivität des radioaktiv markierten Obestatins zustande kommen 
[Zhang et al., 2008]. Da für die Markierung des Hormons während der Jodierung bis 
zu vier Jodmoleküle eingebaut werden können, vermuteten Zhang et al. einen 
variablen Wirkungsverlust je nach Anzahl der eingebauten Jodmoleküle. Die 
Ergebnisse, der mit dem Markerhormon 
125
I-Monoiodoobestatin durchgeführten 
Versuche, legen nahe, dass Obestatin offensichtlich an GPR39 bindet und dadurch 
diverse Gewebefunktionen reguliert.  
In menschlichem Fettgewebe wurde eine verminderte GPR39-Rezeptor-Expression in 
Patienten mit adipositas-assoziiertem Diabetes mellitus Typ II gefunden [Catalán et al., 
2007]. Auch dies deutet darauf hin, dass GPR39 wahrscheinlich eine positive Rolle in 
der Adipogenese [Zhang et al., 2008] und somit in der Regulation des Körpergewichtes 
spielt. 
 
Für diese Dissertationsarbeit wurde durchgehend vorausgesetzt, dass GPR39 den 
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2.2.5 Regelkreis von Ghrelin und Obestatin 
 
Ein mögliches Prinzip der Wechselwirkungen zwischen den beiden Hormonen Ghrelin 
und Obestatin ist in folgender Abbildung 2-2 bildhaft dargestellt. 
 
 
Abb. 2-2 Vereinfacht dargestellte Wechselwirkungen zwischen den beiden 
Hormonen Ghrelin und Obestatin in vivo. Die grün unterlegten Kreise entsprechen 
dabei dem fraglich hemmenden (-) oder aktivierenden (+) Einfluss von Obestatin, die 
rot unterlegten der Wirkung von Ghrelin. Modifiziert nach [Nogueiras & Tschöp, 
2005] 
  Theoretische Grundlagen 
 
 12 
2.3 Mediatoren und Effekte 
2.3.1 Entwicklung von Adipozyten in der 3T3-L1 Zellkultur 
 
Präadipozyten sind differenzierungsfähige Vorläuferzellen der Fettzellen [Kather & 
Simon, 1980]. Sie proliferieren in der Zellkultur durch die Zugabe des spezifischen 
Kulturmediums bis zum Erreichen der Konfluenz der adhärenten Zellen [Selvarajan et 
al., 2001]. Danach hören die meisten Zellen auf, sich zu teilen, und es kommt zur 
Kontaktinhibierung. Diese induziert einen Wachstumsstopp, der für die 
Differenzierung der Präadipozyten zu Adipozyten nötig ist [Grözinger, 2004], 
[Shigematsu et al., 1999].  
Veränderungen der Fettgewebemasse werden durch die Proliferation (Zellteilung) und 
die Differenzierung (strukturelle und funktionelle Individualentwicklung) der 
Adipozyten verursacht. Die Differenzierung zu Adipozyten, die im Organismus prä- 
und postnatal stattfindet, wird auch Adipogenese genannt [Grözinger, 2004] und ist in 
folgender Abbildung 2-3 schematisch dargestellt. 
 
 
Abb. 2-3 Vereinfachte Darstellung der Entwicklungsstufen des Adipozyten 
während seiner Adipogenese. Die Differenzierung erfolgt dabei von der pluripotenten 
Stammzelle über verschiedene Präadipozytenvorstufen (I, II) zum reifen Adipozyten. 
Durch fortschreitende Differenzierung nimmt die Menge an eingelagerten Lipiden 
(hellgelb) weiter zu. Modifiziert nach [Lowell, 1999] 
 
 
Die Zellen des Adipozytenmodels 3T3-L1 besitzen zwar eine Fibroblasten-ähnliche 
Morphologie, können sich aber unter bestimmten Bedingungen zu Zellen 
differenzieren, die sich gegenüber lipogenen und lipolytischen Signalen wie 
Adipozyten verhalten und diesen auch phänotypisch gleichen [Todaro & Green, 1963]. 
Durch mitogene und adipogene Signale werden die fibroblastenähnlichen 3T3-L1 
Vorläuferzellen (s. Abb. 2-4, A, B) zur Umwandlung angeregt [Gregoire et al., 1998].  




                              
 A                      B  
Abb. 2-4 Prädipozytenmodell der Zelllinie 3T3-L1 in vitro. Exemplarisch werden  
fibroblastenähnlichen 3T3-L1 Vorläuferzellen im Zellverbund (A) und einzeln (B) 
gezeigt. Vergrößerung 40x 
 
Als unreife Adipozyten (bzw. unreife, Adipozyten-ähnliche 3T3-L1 Zellen) beginnen 
sie sich abzurunden und multivakuolär Lipidtröpfchen im Zytoplasma einzulagern 
[Fischer-Posovszky & Wabisch, 2004] (s. Abb. 2-3). Durch fortschreitende 
Differenzierung nimmt die Anzahl der Lipidtröpfchen weiter zu (s. Abb. 2-5, C) und 
kleinere Tropfen verschmelzen zu wenigen großen Tropfen [Schröder, 2005]. Es 
entsteht am Ende der reife Adipozyt der durch seine runde Form und große, 
eingelagerte Lipidtropfen gekennzeichnet ist [Fischer-Posovszky & Wabisch, 2004] (s. 
Abb. 2-3). 
   
                              
                         C       D                                        
Abb. 2-5 Adipozytenmodell der Zelllinie 3T3-L1 in vitro. (C) zeigt verschiedene 
Differenzierungsstadien der adipozytenähnlichen 3T3-L1 Zellen im Zellverband, 
Vergrößerung 20x. (D) zeigt zentral im Bild exemplarisch eine 3T3-L1 Zelle im 
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2.3.2 Wirkungsvermittlung mittels ERK  
 
Die extrazelluläre signalregulierte Kinasen (ERK) gehören zur Familie der Mitogen-
aktivierten Kinasen (MAPK) und zählen gemäß ihrer modifizierten Gruppen zu den 
Serin/Threonin-spezifischen Proteinkinasen [Pschyrembel, 2002 b]. Die MAPK 
werden bezüglich ihrer verschiedenen aktivierenden Liganden und ihrer Wirkungen in 
drei Familien eingeteilt: p38-Kinasen, c-Jun-N-terminalen-Kinasen (JNK) und ERK 
[www.doccheck.de]. 
Die ERK-Moleküle liegen sowohl phosphoryliert und somit aktiv, als auch 
unphosphoryliert, d.h. inaktiv in der Zelle vor [Roux & Blenis, 2004]. 
Die intrazelluläre Signaltransduktion über die ERK-Kaskade (s. Abb 2-6) wird durch 
verschiedene intra- und extrazelluläre Signale aktiviert und reguliert ihrerseits zelluläre 
Prozesse [Zhang et al., 2007], unter anderem die Proliferation und Zelldifferenzierung 
[Roux & Blenis, 2004].  
 
 
Abb. 2-6 Vereinfachte Darstellung der intrazellulären Signaltransduktion über 
die ERK-Kaskade. Die drei in Serie geschalteten Kinasen können in dargestellter 
Reihenfolge aktiviert (phosphoryliert) werden und entsprechen einer 




ERK 1 und 2 werden als die Schlüsselregulatoren der Zellproliferation gesehen [Bost 
et al., 2005]. Dabei werden ERK1 (44 kDa), auch als p44 bekannt, und ERK2 (42 
  Theoretische Grundlagen 
 
 15 
kDa), auch p42 genannt, durch eine Vielzahl verschiedener Stimuli aktiviert. 
Bevorzugt reagieren sie auf die Aktivierung durch Wachstumsfaktoren und 
Phorbolester [Roux & Blenis, 2004]. Wiederum können ERK-Moleküle 
zytoplasmatische Proteine phosphorylieren oder in aktivierter Form in den Zellkern 
transloziert werden, wo sie mittels Phosphorylierung zur Aktivierung von 
Transkriptionsfaktoren fähig sind [Karin & Hunter, 1995] und somit zur Änderung der 
Proliferationsrate führen. Infolgedessen ist die Konzentration aktiver ERK-Moleküle in 
der Zelle während der Proliferation gesteigert und sinkt mit Beginn der 
Differenzierung ab. Die Vermutung, dass eine Inhibierung von ERK während der 
Proliferation die Differenzierung hemmt, wurde 2003 von Tang et al. bestätigt. Somit 
können ERK-Moleküle auch die Adipogenese beeinflussen [Bost et al., 2005]. 






Im Hinblick auf die Zunahme des Übergewichtes, seinen assoziierten Krankheiten und 
den damit verbundenen sowohl persönlichen als auch volkswirtschaftlichen 
Konsequenzen, ist das Verständnis der Regulation des Körpergewichts grundlegend. In 
dieser Dissertationsarbeit wird das Peptidhormon Obestatin untersucht. Obestatin ist 
ein 2005 entdecktes Peptid, dem inzwischen widersprüchliche Wirkungen auf das 
Köpergewichts zugeschrieben werden. Zum einen wird ein appetitinhibierender Effekt  
und eine Verminderung der Gewichtszunahme durch Obestatin beschrieben. 
Andererseits konnte in mehreren anderen Studien keine Wirkung auf die 
Gewichtsregulation nachgewiesen. Deshalb bedarf es weiterer Untersuchungen, um die 
Wirkungsweise von Obestatin zu klären. 
Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit ist, zum einen weitere Erkenntnisse über die 
Wirkungsweise von Obestatin im (Prä-)Adipozytenmodell 3T3-L1 zu erlangen. Es 
erfolgt daher: 
 
1.) Die Untersuchung ob und auf welche Weise Obestatin die Proliferation und den 
Stoffwechsel von Präadipozyten beeinflusst.  
Hierzu wird die Proliferation im Adipozytenmodell der Zelllinie 3T3-L1 mittels 
Proliferationstest untersucht und die Auswirkungen von Obestatin auf den 
Zellregulator MAP-kinase ERK1/2 während der Proliferation mittels in situ ELISA 
und SDS-Page/Western Blot untersucht. 
 
2.) Untersuchungen zur Klärung eines möglichen Einflusses von Obestatin auf die 
Differenzierung von Präadipozyten zu reifen Adipozyten.  
Dazu werden mit dem Farbstoff AdipoRed intrazelluläre Lipidtröpfchen in 
differenzierten 3T3-L1 Zellen in Abhängigkeit von Obestatin quantifiziert. Die von der 
Menge des eingelagerten Fetts abhängige Fluoreszenz von AdipoRed diente als Maß 
für den Grad der Differenzierung. 
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Zum anderen wurde durch Entnahme von humanen Fettgewebeproben versucht, einen 
Rückschluss auf die Wirkungsweise von Obestatin in vivo zu ziehen. Dies geschah 
anhand: 
 
3.) Analyse eines möglichen statistischen Zusammenhangs der Expression des 
hGPR39-Rezeptorgens in einer Fettgewebeprobe und dem Körpergewicht bzw. Alter 
der entsprechenden Person. 
Dafür wurde RNA aus humanem Fettgewebe isoliert, in cDNA umgeschrieben und die 
Kopienzahl des GPR39-Rezeptorgens mittels qPCR quantifiziert. Über die 
Untersuchungen der Korrelation zwischen dem BMI bzw. Alter des Patienten und der 
normierten Kopienzahl des Obestatinrezeptor-Gens in den entsprechenden 
Gewebeproben wurde versucht, Rückschlüsse auf einen möglichen Einfluss von 
Obestatin auf das Körpergewicht zu ziehen. 




4 MATERIAL  
4.1 Geräte 
- BioPhotometer, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
- Einkanalpipetten, Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
- Einmalpipetten (1, 5, 10, 25 ml), Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
- Elektrophoresekammer, VWR, Darmstadt, Deutschland 
- Elektrophorese-Stromgerät Power Pac 200, Bio Rad, München, Deutschland 
- Feinwaage, Sartorius AG, Göttingen, Deutschland  
- Hera Cell 240 Inkubator, Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland 
- Hera Safe Inkubator, Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland 
- Gel-dokumentationsanlage Gene Genius, SynGene, Software: GeneSnap, Merck 
  Eurolab, Darmstadt, Deutschland 
- Gene Gnome, Syngene Bio Imaging, Synoptics Ltd., Cambridge, United Kingdom 
- Light Cycler 1,5, Roche Holding GmbH, Grenzach-Wyhlen, Deutschland 
- Mehrkanalpipetten, Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
- Mikroskop, Axiovert 200M+Axio Cam MRc5, Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland 
- Mikroskop Telaval 31, Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland 
- Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Bio Rad Laboratories GmbH, 
München,  
  Deutschland 
- Multipette, Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
- Mikroplatten-Lesegerät Mithras LB 940, Berthold Technologies, Bad Wildbad,   
  Deutschland 
- Nalgene Cryo 1°C Freezing Container, Nalgene, Hereford, UK 
- Plate-reader, Anthos htIII, Krefeld, Deutschland 
- Power Supply – Power Ease 500, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
- Stabhomogenisator Bandelin Sonoplus, Bandelin GnbH & Co. KG, Berlin, 
Deutschland 
- Thermocycler Mastergradient, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
- Tischvakuumpumpe, Invitek GmbH, Berlin, Deutschland 
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- Tischzentrifuge, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
- Waage, Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 
- Zentrifuge Biofuge fresco, Heraeus instruments GmbH, Hanau, Deutschland 
- Zentrifuge Multifuge 4 KS-R, Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland 
- Zentrifuge, Sigma 4K10, Osterode am Harz, Deutschland 
 
4.2 Substanzen 
- Acrylamid 30%, Serva, Heidelberg, Deutschland 
- AdipoRed Assay Reagent, Lonza Walkersville Inc., Walkersville, USA 
- Ampicillin, SIGMA, Steinheim, Deutschland 
- APS, Carl Roth GmbH, Roth, Deutschland 
- Blue juice- Gel loading buffer 10x, Gibco, Karlsruhe, Deutschland 
- Bradford Reagenz – Bio Rad Protein Assay, Bio Rad Laboratories GmbH, München,   
  Deutschland 
- Bromphenolblau, Sigma, Steinheim, Deutschland 
- BSA Protein – Bio Rad Protein Assay Standard II, Bio Rad Laboratories GmbH 
  München, Deutschland 
- Cell Lytic – MT Mammalian Tissue Lysis/Extraction Reagent, SIGMA, Steinheim, 
  Deutschland 
- CellTiter96 aqueous one-solution, Promega, Mannheim, Deutschland 
- Chemilumineszenzsubstrat, Pierce – Perbio Science, Bonn, Deutschland 
Super Signal West Pico Luminol/Enhancer Solution, 
Super Signal West Pico Stable Peroxide Solution 
- Dexamethasone, Sigma, Steinheim, Deutschland 
- DMEM, Gibco, Karlsruhe, Deutschland 
- DMSO, Sigma, Steinheim, Deutschland 
- dNTP Mix 10 mM, Roche, Mannheim, Deutschland 
- Eco-Puffer, Fermentas, St.Leon-Rot, Deutschland 
- EcoR1, Fermentas, St.Leon-Rot, Deutschland 
- Ethanol 96%, J.T.Baker, Deventer, Niederlande 
- Ethidiumbromid, Sigma, Steinheim, Deutschland 
- FBS, Gibco, Karlsruhe, Deutschland 
- Formaldehyd 37%, Carl Roth GmbH, Roth, Deutschland 
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- Glycerol, Sigma, Steinheim, Deutschland 
- Glycin, Carl Roth GmbH, Roth, Deutschland 
- Goat Anti-Rabbit – HRP linked Antibody, Bio Rad Laboratories GmbH München, 
  Deutschland 
- HCl, Sigma, Steinheim, Deutschland 
- H2O2, Riedel de Haen, Seelze, Deutschland 
- IBMX, Sigma, Steinheim, Deutschland 
- Insulin, Sigma, Steinheim, Deutschland 
- Isopropanol, Merck, Darmstadt, Deutschland 
- Krebs-Ringer-Bicarbonate-Puffer, Sigma, Steinheim, Deutschland 
- Kristallviolett, Klinikapotheke Universitätsklinikum Carl Gustav Carus, Dresden,  
  Deutschland 
- LB Broth, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
- Magic Mark, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
- (ß-)Mercaptoethanol, Sigma, Steinheim, Deutschland 
- Methanol, J.T.Baker, Deventer, Niederlande 
- Milchpulver – blotting grade, Carl Roth GmbH, Roth, Deutschland 
- M-MLV Reverse Transkriptase, Promega, Mannheim, Deutschland 
- M-MLV Reverse Transkriptase Puffer, Promega, Mannheim, Deutschland  
- MultiMark Proteinstandard, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
- NaN3, Riedel de Haen, Seelze, Deutschland 
- NaCl, Merck, Darmstadt, Deutschland 
- Obestatin (Rat, Mouse), Phoenix Pharmaceuticals Inc., Burlingame, USA 
- Obestatin (Rat, Mouse), MoBiTec GmbH, Goettingen, Deutschland 
- Oligo-dt-Primer, Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 
- PBS – Dulbecco´s PBS (1x), PAA Laboratories GmbH, Cölbe, Deutschland 
- 10 x PCR Puffer, Roche, Mannheim, Deutschland 
- Penicillin/ Streptomycin, Sigma, Steinheim, Deutschland 
- Phospho – p44/42 – MAP – Kinase – Antibody, Cell Signaling Technology, 
  Danvers, USA 
- PMA, Sigma, Steinheim, Deutschland 
- p44/42 - MAP – Kinase – Antibody, Cell Signaling Technology, Danvers, USA 
- Precision Plus Dual Color Standard, Bio Rad Laboratories GmbH München, 
  Deutschland 
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- Primer F für ß-Aktin, MWG-Biotech AG, Ebersberg, Deutschland 
- Primer R für ß-Aktin, MWG-Biotech AG, Ebersberg, Deutschland 
- Primer F für GPR39, MWG-Biotech AG, Ebersberg, Deutschland 
- Primer R für GPR39, MWG-Biotech AG, Ebersberg, Deutschland 
- Protease-Inhibitor-Cocktail – for use with mammalian cell and tissue extracts 
  (DMSO solution), SIGMA, Steinheim, Deutschland 
- RNase und DNase-freies Wasser, Gibco, Karlsruhe, Deutschland 
- RNasin Plus RNase Inhibitor, Promega, Mannheim, Deutschland 
- SDS – ultrapur 99% für Elektrophorese, Carl Roth GmbH, Roth, Deutschland 
- SYBR Green, Qiagen, Hilden, Deutschland 
- TAE buffer 50x (2M Tris-Acetat; 0,05M EDTA; pH=8,3), Eppendorf, Hamburg, 
  Deutschland 
- Taq Polymerase, Roche, Mannheim, Deutschland 
- Temed, Carl Roth GmbH, Roth, Deutschland 
- TNFα, SIGMA, Steinheim, Deutschland 
- Tris – Ultra Qualität, Carl Roth GmbH, Roth, Deutschland 
- Triton X, Sigma-Aldrich GmbH, Seelze, Deutschland 
- Trypsin/EDTA (10x), Gibco, Karlsruhe, Deutschland 
- Trypan-Blau, SIGMA, Steinheim, Deutschland 
- Tween 20, for electrophoresis, SIGMA, Steinheim, Deutschland 
- Wasser, destilliertes – RNase/DNase frei, Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, 
  Deutschland 
- Wasser für Injektionszwecke - destilliert, Serumwerk Bernburg AG, Bernburg, 
  Deutschland 
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4.3 Zellkultur der Zelllinie 3T3 L1 
 
Zelllinie 3T3-L1, ATCC-LGC Promochem GmbH, Wesel, Deutschland 
 
Die Zelllinie 3T3-L1 ist adhärent wachsend und wurde im Inkubator unter folgenden 




1.) Kulturmedium (KM):  
1 x DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle Media)   
+ 4,5g/L Glukose, 4mM L-Glutamin, 110mg/L Sodiumpyruvat,  
+ 1% Penicillin/ Streptomycin 
2.) Kulturmedium mit FBS:  
Kulturmedium mit gewünschter FBS-Konzentration. Soweit nicht anders erwähnt:  
10% FBS    
3.) Trypsin-EDTA: 1x Trypsin-EDTA  
4.) Kryokonservierung: 
Kryoröhrchen, BD Falcon (Heidelberg) 
Kulturmedium mit 10% FBS + 5% DMSO 
5.) Zellkulturflaschen (BD Falcon, Heidelberg): 
Zellkulturflasche 50ml: 25cm² Wachstumsfläche 




1.) Kulturmedium mit 3% FBS oder 10% FBS 
Je nach Versuchsanordnung wird dem Kulturmedium Obestatin in der 
Endkonzentration von 10nM oder 100nM zugesetzt. 
2.) CellTiter96 (Promega, Mannheim, Deutschland) 
3.) 96-Well Kulturplatten, BD Falcon (Heidelberg) 






Initiation-Medium A: ohne bzw. mit 3% FBS 
+ 0,5mM IBMX, 5μg/ml Insulin und 0,25μM Dexamethason 
Adipogenesis Progression Media B: ohne bzw. mit 3% FBS + 5μg/ml Insulin 
2.) AdipoRed: AdipoRed-Reagenz (Cambrex Bioscience Walkersville, Inc.) 
1x PBS  
3.) TNFα, Endkonzentration: 10μg/ml  
4.) Obestatin, Endkonzentration je nach Versuchsanordnung: 10nM oder 100nM 
5.) 96-Well Kulturplatten, BD Falcon (Heidelberg) 
 
4.4 ELISA in situ assay method 
 
1.) Kulturmedium mit 3% oder 10% FBS 
2.) Fixierung: 1x PBS + 4% Formaldehyd 
3.) Waschpuffer: 1x PBS + 0,1% Triton X 
4.) Quenchen: 1x PBS + 0,1% Triton X, 0,1% H2O2 und 0,1% NaN3 
5.) Blocklösung: 1x PBS + 5% BSA 
6.) 1% SDS-Lösung 
7.) 1μM PMA (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate); gelöst in DMSO 
8.) Obestatin, Endkonzentration je nach Versuchsanordnung: 10nM oder 100nM 
9.) Erstantikörper: p44/42 MAP Kinase Antibody, Verdünnung: 1:1000;  
bzw. Phospho-p44/42 MAP Kinase(Thr202/Tyr204) Antibody, Verdünnung: 
1:2000 
10.) Zweitantikörper: Goat Anti-Rabbit – HRP linked Antibody, Verdünnung: 1:2000 
11.) Kristallviolett, 1:2 verdünnt mit Aqua dest. 
12.) Chemilumineszenz-Substrat, Pierce  
13.) 96-well ELISA-Platten, weiß mit klarem Boden 
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4.5 Proteinisolation und Proteinbestimmung nach Bradford 
4.5.1 Zelllyse 
 
1.) CellLytic – M Mammalian Cell Lysis/Extraction Reagent (Sigma C-2978) 
2.) Protease Inhibitor Cocktail; gelöst in DMSO 
Lysepuffer (CellLytic) und Protease Inhibitor Cocktail im Verhältnis 1:100 
mischen 
3.) Zellschaber, BD Falcon (Heidelberg) 
 
4.5.2 Bradford Proteinbestimmung 
 
1) Bradford Reagenz: 1:5 verdünnt mit Aqua dest. 
filtriert über Whatman Filter (Porengröße: 11μm) 
2.) Standard BSA:  
Herstellen der Standardkurve: 0, 50, 100, 200, 300, 400, 500 μg/ml 
 
 




2.) Reduzierender Probenpuffer 
3.) Sammelgelpuffer (0,5M Tris-HCl (pH=6,8)): 
Glycerol, 10% (w/v) SDS, 0,5% (w/v) Bromphenolblau, Aqua dest. 
4.) MultiMark Proteinstandard, Invitrogen (Karlsruhe) 
 
4.6.2 SDS-Page und Western-Blotting 
 
1.) Trenngel: 30% Acrylamid/ Bisacrylamid + 10% (w/v) SDS + dest. Wasser 
+ Trenngelpuffer: 1,5M Tris-HCl (pH=8,8) 
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2.) Sammelgel: 30% Acrylamid/ Bisacrylamid + 10% (w/v) SDS + dest. Wasser,  
+ Sammelgelpuffer: 0,5M Tris-HCl (pH=6,8) 
3.) 10 x Laufpuffer (Elektrophorese Puffer):  0,25M Tris, 1M Glycin, 1% SDS   
(pH=8,3) 
4.) Transferpuffer: 25mM Tris, 192mM Glycin, 20% v/V Methanol (pH=8,3) 
5.) 10 x TBS: 200mM Tris, 1,36M NaCl (pH=7,6) 
6.) 10% SDS (w/v) 
7.) 0,5% Bromphenolblau (w/v) 
8.) TEMED 
9.) 10% Ammoniumpersulfat (APS) 
10.) Erstantikörper: p44/42 MAP Kinase Antibody, Verdünnung: 1:1000;  
bzw. Phospho-p44/42 MAP Kinase(Thr202/Tyr204) Antibody, Verdünnung:  
1:2000 
11.) Zweitantikörper: Goat Anti-Rabbit – HRP linked Antibody  
12.) Blocklösung: 1x TBS, 0,1% Tween20, 5% Milchpulver 
13.) PVDF-Membran, 0,22μm, Millipore (Billerica, USA) 
14.) Chemilumineszenzsubstrat: 
Super Signal West Pico Luminol/ Enhancer Solution und  





1.) RNeasy plus Mini Kit, Qiagen (Hilden) 
2.) RNase free DNase Set, Qiagen (Hilden) 
3.) RNase und DNase freies Wasser 
4.) 70% Ethanol 
 
4.8 Reverse Transkription 
 
1.) M-MLV Reverse Transkriptase, Promega (Mannheim) 
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2.) M-MLV Reverse Transkriptase Puffer, Promega (Mannheim) 
3.) dNTP-Mix, je 10mM, Fermentas (St. Leon-Rot) 
4.) Oligo-dt-Primer, Fermentas (St. Leon-Rot) 
5.) RNasin Plus RNase Inhibitor, Promega (Mannheim) 
6.) RNase und DNase-freies Wasser, Gibco (Karlsruhe) 
 
4.9 Quantitative PCR 
1.) Light Cycler Fast Start DNA Master  
2.) Plus SYBR Green 
3.) RNase und DNase-freies Wasser 
4.) Primer: 
- Primer F und Primer R für ß-Aktin F: gccgtcttcccctccatcgtg 
       R: ggagccacacgcagctcattgtaga 
 
- Primer F und Primer R für hGPR39 F: ctgctctccgtagccttcatgtgct 




Adobe Photoshop 7.0 
GeneSnap, SynGene, Cambridge, GB 
Gene Tools 3.06, SynGene, Cambridge, GB 
GraphPad Prism 4, GraphPad, San Diego, CA 
Microsoft Office Excel 2003 
Light Cycler Quantification Software (Version 3.5.3), Roche, Grenzach-Wyhlen, 
Deutschland 
MikroWin (Version 4.37), Mikrotek Laborsysteme, Overath, Deutschland 










5.1 Zellkulturmethoden der Zelllinie 3T3-L1 
5.1.1 Zelllinie 3T3-L1 
 
Die Zelllinie 3T3-L1 wurde 1962 von zwei Pathologen der Medizinischen Fakultät der 
Universität von New York etabliert. Die beiden Wissenschaftler George Todaro und 
Howard Green gewannen diese Zellen aus embryonalem Gewebe der Maus „Swiss 
albino“ [Todaro & Green, 1963]. 
3T3-L1 Zellen besitzen eine Fibroblasten ähnliche Morphologie, können sich aber 
unter entsprechenden Bedingungen zum Phänotyp von Adipozyten differenzieren. 
Diese Zellen mit Adipozyten-Morphologie steigern ebenfalls die Synthese und 
Akkumulation von Trigylceriden. Außerdem sind sie - wie normale Fettzellen - 
sensitiv gegenüber lipogenen und lipolytischen Hormonen oder Medikamenten. 
Die Zelllinie ist adhärent wachsend und geht während ihrer Umwandlung vom 
Präadipozyten zum Adipozyten von einem sich schnell teilenden zu einem 
konfluenten, kontaktinhibierten Stadium über. Durch einen hohen Serumgehalt im 




Die Zellen werden im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und anschließend in ein 
Zentrifugenröhrchen überführt. Bei 500*g und Raumtemperatur werden die Zellen fünf 
Minuten zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen, das Zellpellet in 10ml 10% 
FBS-haltigem Kulturmedium resuspendiert und anschließend in 75cm² 
Zellkulturflaschen überführt. Die Zellkultivierung findet unter den angegebenen 









Die optimalen Inkubationsbedingungen für die 3T3-L1 Zellen liegen bei 37°C und 5% 
CO2 im Luftgemisch.  
Alle zwei bis drei Tage wird das Kulturmedium gewechselt, das - soweit nicht anders 
beschrieben - 10% FBS enthält. Vor dem Erreichen des konfluenten Stadiums werden 




Für die Teilung der angelegten Zellkultur wird das Kulturmedium abgenommen und 
die 3T3-L1 Zellen einmal mit 1x PBS gewaschen. Anschließend erfolgt das Ablösen 
vom Flaschenboden mittels 1x Trypsin. Die entstandene Suspension wird nach fünf 
Minuten in ein konisches Zentrifugenröhrchen überführt und drei Minuten bei 500*g 
zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen und das Zellpellet in 10 ml Kulturmedium 
mit 10% FBS resuspendiert. 
Nach der anschließenden, individuellen Verdünnung werden die Zellen in gewünschter 
Dichte erneut ausgesät. 
 
5.1.5 Aussaat einer definierten Zellzahl 
 
Die gewünschte Zelldichte wird ermittelt, indem die Zellzahl mittels Neubauerkammer 
bestimmt wird. Einem Teil der Zellsuspension setzt man dafür Trypanblau zu. Da 
Trypanblau nur von toten Zellen aufgenommen wird, sind diese nun farblich von den 
Lebenden abgrenzbar.  
Diese Verdünnung wird in eine Neubauerkammer gegeben und die nicht angefärbten 
Zellen in den jeweiligen Quadranten ausgezählt. Anschließend erfolgt die Bestimmung 
der Zellzahl durch folgende Rechnung: 
 
Berechnung der ermittelten Zellzahl (Z) je ml: 
 Z = (Σ gezählter Zellen / Anzahl Großquadrate) * Verdünnungsfaktor * Kammervolumen 
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Wobei die „Anzahl Großquadrate“ die Menge der ausgezählten Quadranten in der 
Neubauerkammer wiedergibt. 
 
Berechnung der gewünschten Zellzahl (X): 
X = Z / gewünschte Zellzahl pro well 
 
Für den Proliferationstest und den in situ ELISA werden je 4000 Zellen in 100µl 
Kulturmedium (mit gewünschter FBS-Konzentration und weiteren Zusätzen) pro well 
in 96-well-Platten ausgesät und für die Zellkultur 150000 Zellen in 25cm²-Flaschen 




Für die dauerhafte Konservierung werden die 3T3-L1 Zellen wie zur Zellkulturteilung 
(s. 5.1.3.) abgelöst und zentrifugiert. Anschließend werden sie in Kryomedium (s. 
4.3.1.) resuspendiert.  
Das Einfrieren bei -80°C erfolgt in 1 ml-Aliquoten im Kryo-Röhrchen in Cryo 






Der Proliferationsassay (Promega, Mannheim, Deutschland) bestimmt die Anzahl 
lebender Zellen indirekt mit einer Farbreaktion. Diese entsteht durch den Umsatz von 
MTS, das in CellTiter96 enthalten ist, in farbiges Formazan, von welchem die 
Absorption bei 492nm gemessen wird. Die Absorption ist dabei direkt proportional zur 
Lebendzellzahl. 
Für den Proliferationstest erfolgt die Aussaat von je 4000 Zellen pro well in 
Kulturmedium (3% FBS bzw. 10% FBS) mit und ohne 10nM bzw. 100nM Obestatin. 
Als Leerwerte der Messung werden wells ohne Zellen mitgeführt.  
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Über sieben Tage wird unter den oben angegebenen Inkubationsbedingungen 
kultiviert. Täglich findet ein Wechsel des Mediums statt. Die Messungen erfolgen alle 
24 Stunden bis zum sechsten Tag, an dem die Konfluenz bereits erreicht ist.  
Vor jeder Messung wird dem im well enthaltenen Kulturmedium 20µl CellTiter96 
(37°C) zugegeben und eine Stunde unter den angegebenen Bedingungen inkubiert. Die 
der jeweiligen Zellzahl entsprechende Absorption wird anschließend mit dem 
Mikroplatten-Lesegerät (Berthold) bei 492nm gemessen.  
Es werden jeweils vier Experimente unter identischen Bedingungen durchgeführt. Aus 
den Ergebnissen der Mehrfachbestimmungen erfolgt die Bildung des Mittelwerts von 
dem der Mittelwert der Leerwerte subtrahiert wird. Die graphische Auswertung und 
Berechnung der Signifikanz (t-Test, ungepaart) erfolgt mittels Microsoft Office Excel 





Für die Differenzierung werden 4000 Zellen in 100µl Medium pro well in 96-well-
Platten ausgesät und bis zum Erreichen des konfluenten Stadiums im 
Proliferationsmedium (Kulturmedium mit 10% FBS) unter den angegebenen 
Inkubationsbedingungen kultiviert. Der Wechsel des Mediums erfolgt täglich und wird 
bis zur vollständigen Konfluenz fortgesetzt. Danach wird das Medium abgenommen 
und gegen 100µl pro well Initiation-Medium A (s. 4.3.3.) pro well ersetzt (37°C), dem 
3% FBS bzw. kein FBS zugesetzt ist. Die Einleitung der Differenzierung wird durch 
die im Medium enthaltenen Stimulanzien Insulin und IBMX hervorgerufen. Als 
Kontrollmessungen dienen wells mit Initiations-Medium A ohne Obestatin („blanks“). 
Die 3T3-L1 Zellen werden für drei Tage unter den angegebenen 
Inkubationsbedingungen kultiviert.  
Anschließend erfolgt der Austausch dieses Mediums mit 100µl Adipogenesis 
Progression Media B (s. 4.3.3.) pro well (37°C), dem die zu testenden Substanzen 
(Obestatin, TNFα)  in den entsprechenden Konzentrationen zugegeben wurde. Für die 
Aufrechterhaltung der Differenzierung enthält das Progression Media B Insulin. Die 
Zellen werden für mindestens zwei Tage unter den angegebenen 
Inkubationsbedingungen kultiviert. 
  Methoden 
 
 31 
Über den anschließenden Versuchszeitraum wird als Langzeitstimulation Obestatin in 
den Konzentrationen 10nM oder 100nM, sowie 10μg/ml TNFα im Kulturmedium 
getestet. Der multifunktionale Signalstoff TNFα wird mitgeführt, da er als effektiver 
Hemmstoff der Differenzierung bekannt ist [Chae & Kwak, 2003]. TNFα, der 
hauptsächlich von Makrophagen ausgeschüttet wird, moduliert lokale und systemische 
Entzündungsreaktionen und reguliert nach Rezeptorbindung viele intrazelluläre 
Signalwege, wie z.B. die Apoptose. Die Differenzierung der 3T3-L1 Zellen wird durch 
den TNFα maximal unterdrückt [Chae & Kwak, 2003]. 
Der Grad der Differenzierung wird über einen Beobachtungszeitraum von elf Tagen 
jeden zweiten Tag quantitativ mittels AdipoRed (s. 5.3.1.) bestimmt. Während dieser 
Zeit wird das Adipogenesis Progression Media B mit den entsprechenden 
Testsubstanzen alle zwei Tage gewechselt.  
Jeweils drei unter gleichen Bedingungen durchgeführte Versuche erfolgen entweder 
ohne oder mit 3% FBS im Kulturmedium. Die graphische Auswertung und 
Berechnung der Signifikanz (t-Test, ungepaart) erfolgt mittels Microsoft Office Excel 
2003 und GraphPad Prism 4. 
 
5.3.1 AdipoRed  
 
AdipoRed-Reagenz ist die gelöste Form des hydrophilen Färbemittels Nile Red. Dieses 
beginnt zu fluoreszieren, wenn es in eine hydrophobe Umgebung gelangt. Die 
Fluoreszenz an Protein oder Phospholipide des Plasmalemms gebundenen Nile Reds 
weist somit eine andere Wellenlänge auf, als das in Lipidtröpfchen (Triglycerin) 
gelöste Färbemittel. Die Fluoreszenz des in Lipidtröpfchen eingelagerten Nile Reds ist 
durch Erregung von 485nm mit einer Emission von 572nm zu messen. Dadurch kann 
die Menge eingelagerten Lipids quantifiziert werden, dessen zunehmendes Maß das 
Kennzeichen einer fortschreitenden Differenzierung zum Adipozyten ist [Lonza]. 
Zum Zeitpunkt der Messung wird die 96-well-Platte auf Raumtemperatur gebracht. 
Danach werden die Zellen vorsichtig einmal mit 200µl 1x PBS pro well gewaschen 
und anschließend mit 200µl 1x PBS pro well zehn Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Mit der Mehrkanalpipette erfolgt die Zugabe von 5µl AdipoRed-Reagenz 
pro well. Sofort im Anschluss wird auf einem Schüttler gemischt. Nach zehn Minuten 
findet die Emissionsmessung der Floureszenz bei 485nm mittels Berthold-Reader statt. 
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Je Versuchsansatz repräsentiert der Mittelwert einer zu testenden Substanz jeweils den 
Durchschnittswert aus mindestens acht wells. Die graphische Auswertung und 
Berechnung der Signifikanz (t-Test, ungepaart) erfolgt mittels Microsoft Office Excel 
2003 und GraphPad Prism 4. 
 
 
5.4 ELISA in situ assay method  
Die „ELISA in situ assay method“  wird im Folgenden als „in situ ELISA“ aufgeführt. 
 
Der in situ ELISA beruht auf dem Verfahren der ELISASPOT und misst ERK- und 
pERK-Moleküle direkt in der Zellkultur. Diese Kinase wird zur Beurteilung des 
Akivitätszustandes der 3T3-L1 Zellen während der Proliferation herangezogen, da es 
das Schlüsselenzym in der Vermittlung der Zellproliferation darstellt [Bost et al., 
2005].  
Die Messungen geschehen unter Verwendung von Detektions-Antikörpern (s. Abb. 5-
1, A), die an ERK- oder pERK-Moleküle spezifisch binden. Ein zweiter, 
enzymgekoppelter Antikörper bindet danach direkt an den gebildeten Antigen-
Antikörper-Komplex (s. Abb. 5-1, B). Nach mehreren Waschschritten, in denen nicht 
gebundene Antikörper abgewaschen werden, wird ein chromogenes Substrat zugesetzt. 
Dieses wird vom Markerenzym des sekundären Antikörpers zu einem 
Reaktionsprodukt umgesetzt (s. Abb. 5-1, C), dessen Nachweis durch Farbumschlag, 
Fluoreszenz oder - wie hier verwendet - durch Chemilumineszenz erfolgen kann. Die 
Intensität der Farbe, die mittels Photometer bestimmt wird, ist dabei proportional zur 









Abb. 5-4 Vereinfachtes Prinzip des in situ ELISAs. Zugabe des 
Detektionsantikörpers, der an spezifische Antigenstrukturen bindet und einen Antigen-
Antikörper-Komplex bildet (A). Zugabe des Enzym-gekoppelten Antikörpers und 
Komplexbildung mit dem 1. Antikörper-Antigen-Komplex (B). Zugabe eines zum 
Enzym passenden Substrates, das zu einem nachweisbaren Reaktionsprodukt 
umgesetzt wird (C). Modifiziert nach [Vinocur JM, 2006] 
 
 
Für den in situ ELISA werden pro well 4000 3T3-L1 Zellen in 100µl Kulturmedium 
(mit 3% oder 10% FBS) in weißen 96-well-Platten mit klarem Boden ausgesät. Durch 
die verwendeten Platten wird die direkte Messung per Photometer durch den klaren 
Boden im well ermöglicht und eine zu große Streuung des Lichtstrahls durch die 
lichtundurchlässigen Seitenwände verhindert.  
Die Kultivierung erfolgt wie beim Proliferationsassay (s. 5.2.), jedoch ohne Obestatin. 
Die Stimulation mit den zu testenden Substanzen und die anschließende quantitative 
Bestimmung der ERK- und pERK-Moleküle, werden am ersten, dritten und sechsten 
Tag nach Aussaat durchgeführt.  
An den Messtagen werden die 3T3-L1 Zelle einer Platte fünf Stunden mit serumfreiem 
Medium inkubiert. Anschließend erfolgt eine Kurzzeitstimulation für 30 Minuten. 
Dem Kulturmedium, das 3% oder 10% FBS enthält, wird dabei die Testsubstanz 
Obestatin in entsprechender Konzentration (10nM, 100nM) oder PMA (1µM) 
zugesetzt. Die mit PMA im Medium kultivierten Zellen dienen dabei als 
Positivkontrolle, da PMA bekannterweise den intrazellulären ERK-Signalweg maximal 
stimuliert [Line et al., 2002]. 
Sofort nach der Kurzzeitstimulation erfolgt die Fixierung der Zellen mit Formaldehyd 
für mindestens 20 Minuten.  
Direkt vor der Messung werden die 3T3-L1 Zellen dann dreimal mit 200μl 
Waschpuffer gewaschen, für 20 Minuten bei Raumtemperatur gequencht (um 
endogene Peroxidasen zu blockieren) und anschließend erneut dreimalig mit 200μl 
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Waschpuffer gewaschen. Um unspezifische Antikörperbindungen zu reduzieren, 
schließt sich danach eine Stunde in 100µl Blocklösung je well bei Raumtemperatur an. 
Die Zellen werden noch zweimal gewaschen und dann mit in Blocklösung verdünntem 
Erstantikörper (Verdünnung: 1:1000 pERK-AK, bzw. 1:2000 ERK-AK) über Nacht 
bei 4°C inkubiert. Anschließend erfolgt nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer 
die Inkubation mit dem 1:2000 in Blocklösung verdünnten anti-Kaninchen 
Zweitantikörper (eine Stunde bei Raumtemperatur). Als Bindungskontrolle für den 
Zweitantikörper dienen die Kontrollen ohne Erstantikörper („blanks“).  
Vor dem Chemilumineszenz-Nachweis erfolgt erneut dreimaliges Waschen mit 200μl 
Waschpuffer und zweimalig mit 200μl PBS. Nach Zugabe von 100µl 
Chemilumineszenz-reagent pro well findet innerhalb von zehn Minuten die Messung 
der Lumineszenz im Mikroplatten-Lesegerät (Berthold) statt.  
Für die Normierung der jeweils gemessenen Chemilumineszenz auf die pro well 
enthaltene Zellzahl, werden die 3T3-L1 Zellen nach zweimaligem Waschen mit 
Waschpuffer und PBS fünf Minuten lang getrocknet und 30 Minuten mit 100µl 
verdünntem Kristallviolett (1:2 in PBS) bei Raumtemperatur inkubiert. Überschüssige 
Kristallviolettlösung wird danach durch dreimaliges Waschen mit PBS wieder entfernt. 
Durch die anschließende Stunde Inkubation mit 100µl 1% SDS-Lösung werden die 
Zellen lysiert und die Absorption bei 595nm im Mikroplatten-Lesegerät (Berthold) je 
well gemessen. Die Absorption ist dabei proportional zur Zellzahl. Die 
Proteinexpression, gemessen mittels Chemilumineszenz, kann somit auf diese normiert 
werden. 
Anschließend wird der Quotient aus der quantifizierten Menge der phosphorylierten 
und nicht phosphorylierten ERK-Form gebildet. Dieser gibt das Verhältnis der aktiven 
zu den inaktiven Molekülen an und spiegelt somit den generellen Aktivitätsgrad der 
3T3-L1 Zelle während der Proliferation wider. Der Quotient pERK/ERK der Kontrolle 
wird dabei an den drei Messtagen D1, D3 und D6 als jeweiliger Bezugspunkt für die 
anderen drei Untersuchungsgruppen des selben Tages (10nM bzw. 100nM Obestatin, 
PMA) auf den Wert 1 festgesetzt. 
Je Versuchsansatz repräsentiert der Mittelwert einer zu testenden Substanz den 
Durchschnitt aus mindestens acht wells. Die Graphische Auswertung und Berechnung 
der Signifikanz (t-Test, ungepaart) erfolgt mittels Microsoft Office Excel 2003 und 
GraphPad Prism 4. 
 
 




5.5 Proteinbiochemische Methoden 
 
Nach Isolierung und Konzentrationsbestimmung von Proteinen kann der Nachweis 




An den Messtagen eins, drei und sechs nach der Aussaat der 3T3-L1 Zellen werden 
diese vor der Isolation der Proteine entweder fünf Stunden lang mit serumfreiem 
Kulturmedium inkubiert und anschließend für 30 Minuten mit der Testsubstanz 
Obestatin (10nM, 100nM) stimuliert, oder es wird eine 24-stündige 
Langzeitstimulation mit Obestatin (10nM, 100nM) durchgeführt. Die Zellen werden 
dabei jeweils in 25 cm² Zellkulturflaschen inkubiert.  
Nach der Stimulation werden die Zellen mit 1x PBS gewaschen und 150μl Lyse-Puffer 
(Cell Lytic) mit Protease-Hemmer-Cocktail auf die Zellen gegeben. Nach 30 Minuten 
Inkubation auf Eis können die Zellen dann mit einem Zellschaber abgelöst und in ein 
Reaktionsgefäß überführt werden. Durch die Zentrifugation für 15 Minuten (12000 
rpm, 4°C) werden die Zellbestandteile vom flüssigen Überstand getrennt, dessen 
Proteingehalt danach bestimmt werden kann. Dazu wird der Überstand in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt und nach der quantitativen Proteinbestimmung bei -70°C 
gelagert. 
 
5.5.2 Quantitative Proteinbestimmung mit Bradford 
 
Der Triphenylmethan-Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau bildet in saurer Lösung 
Komplexe mit Seitenketten von Proteinen. Das Absorptionsspektrum des 
ungebundenen, rot gefärbten Farbstoffs (kationische Form) hat ein 
Absorptionsmaximum bei 470nm. Durch die Komplexbildung mit Proteinen wird der 
Farbstoff in seiner blauen, unprotonierten Sulfatform (anionische Form) stabilisiert. 
Das Absorptionsspektrum verschiebt sich hierbei auf ein Absorptionsmaximum bei 
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595nm [Compton & Jones, 1985]. Die Zunahme der Absorption bei 595nm ist ein Maß 
für die Proteinkonzentration der Lösung. 
 
Die Proteinkonzentrationen der Standardkurve bzw. der Proben werden auf einer 96-
Well-Platte jeweils als Doppelbestimmungen gemessen. Dafür wird nach folgendem 
Pipettierschema die Verdünnungsreihe aus einer BSA-Standardlösung (1,52mg/ml) 
hergestellt: 
 
Konzentration (μg/ml) Vol. BSA-
Standardlösung (μl) 
Vol. Aqua dest. (μl) 
0 0 100 
50 3,3 96,7 
100 6,6 93,4 
200 13,2 86,8 
300 19,6 80,4 
400 26,3 73,7 
500 32,9 67,1 
Tab. 5-1 Pipettierschema Verdünnungsreihe BSA= 1,52 mg/ml (stock) 
 
Zum Probenansatz werden 200μl verdünnte Bradford Reagenz in eine 96-Well-Platte 
pipettiert. Der Standard wird im gleichen Mischungsverhältnis aufgetragen. Nach fünf 
Minuten Inkubation bei Raumtemperatur findet die Messung der Absorption mit dem 
96-Well-Plate-Reader (Berthold) bei 595nm statt. 
Anhand der Absorption des Standards mit bekannter Proteinkonzentration kann für die 
Auswertung eine Standardkurve erstellt werden, aus welcher die jeweilige 
Konzentration der Probe errechnet wird. Dabei muss bei der Berechnung eine 
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5.5.3. SDS-Page  (sodium dodecylsulfat - polyacrylamide gel electrophoresis) 
 
5.5.2.1 Allgemeines Elektrophoreseprinzip 
 
Zur Auftrennung der Proteine werden die denaturierten Proteinproben auf ein 
Polyacrylamidgel geladen, das sich in geeignete Elektrolytflüssigkeit befindet. Danach 
wird eine elektrische Spannung angelegt, die eine Migration der negativ geladenen 
Proben durch das Gel bewirkt. Das Gel wirkt dabei wie ein Sieb. Kleine Proteine 
wandern relativ leicht durch die Gelstruktur, während große Proteine eher 
zurückgehalten werden und sich dadurch langsamer durch das Gel bewegen. Dabei 
erfolgt die Auftrennung nach der Größe, welche umgekehrt proportional zur 
zurückgelegten Laufstrecke ist. Am Ende des Vorganges können die aufgetrennten 
Proteine durch weitere Verfahren (z.B. Färbungen, Immunologische Nachweise) 
sichtbar gemacht werden.  
Zusätzlich zu den Proben wird ein Größenmarker auf das Gel geladen. Dieser besteht 
aus Proteinen bekannter Größe und ermöglicht dadurch die Abschätzung der Größe der 
Proteine in den zu bestimmenden Proben  [Schägger & von Jagow, 1987] 
 
5.5.2.2 SDS-Page  
 
Zur Auftrennung der Proteingemische (s. 5.5.2) wird eine Elektropherese mit 
Acrylamidgel durchgeführt. Unter denaturierenden Bedingungen werden die Proteine 
an SDS (Natriumdodecylsulfat) gebunden, das die Eigenladung von Proteinen 
überdeckt und somit die Sekundär-, Tertiär- und Quartärstruktur der Proteine auflöst. 
Dadurch werden sie durch ihr Molekulargewicht aufgetrennt und nicht aufgrund ihrer 
sterischen Struktur und den damit verbundenen Migrationsunterschieden. 
SDS bindet an das Protein in einem Verhältnis von etwa 1,4g SDS pro 1,0g Protein 
[www.molecularstation.com], so dass die Proteine eine konstante Ladungsverteilung 
aufweisen. Die entstehenden negativ geladenen SDS-Protein-Komplexe wandern 
durch das Anlegen der Spannung zur Anode. Dabei werden die Proteinbanden im 
Sammelgel geschärft und anschließend im Trenngel nach der Molekülgröße 
aufgetrennt.  
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Zur Herstellung des Acrylamidgels wird nach Zubereitung des 10% Trenngels diesem 
noch 10% APS (5μl/ml) und TEMED (0,5μl/ml) zugesetzt. Dann wird es zwischen 
zwei Glasplatten mit einem Abstand von 1 mm gegossen. Es polymerisierte unter 
Luftabschluss (überschichtet mit Isopropanol) bei Raumtemperatur. Das 4%ige 
Sammelgel wird ebenfalls nach Zugabe von 10% APS (5μl/ml) und TEMED (1μl/ml)  
auf das polymerisierte Trenngel aufgegossen, ein Kamm eingesetzt. Es polymerisiert 
dann ebenfalls bei Raumtemperatur. Der Gelgießstand wird anschließend gelöst, die 
entstandenen Acrylamidgele mit Glasplatten nach Herstellerangaben (BioRad) in den 
Elektrodeneinsatz eingespannt und in den Mini Tank eingebaut. Dieser wird mit 
Laufpuffer aufgefüllt und anschließend die eingesetzten Kämme entfernt. 
 
Es erfolgt die Probenaufbereitung für einen 30μl Ansatz. Dafür werden 10μg Protein 
eingesetzt und auf 15μl mit destilliertem Wasser aufgefüllt. Zusätzlich wird 15μl 
reduzierter Probenpuffer (mit ß-Mercaptoethanol im Verhältnis 1:20) zugegeben. Das 
Proteingemisch wird vier Minuten bei 95°C erhitzt. Dabei brechen die 
Wasserstoffbrückenbindungen der Sekundär- und Tertiärstrukturen in den Proteinen 
auf und durch das im Ansatz enthaltene ß-Mercaptoethanol werden die 
Disulfidbrücken reduziert. Die Proteine werden somit denaturiert und die Wanderung 
durch das Acrylamidgel nach Anlegen einer Spannung möglich. 
Es erfolgt das Pipettieren der Proben und des Größenmarker (MultiMark 
Proteinstandard) in die entstandenen Geltaschen und nach Verschluss des Tanks die 
elektrophoretische Auftrennung bei 200V und 110mA. 
 
5.5.3 Western Blot- Analyse 
 
Nach der Extraktion von Proteinen und der Bestimmung der Proteinkonzentrationen 
können spezifische Proteine mittels Western Blot identifiziert und ihre Menge 
semiquantitativ bestimmt werden. Dafür werden die aufgetrennten Proteine vom SDS-
Gel auf eine Trägermembran aus Nitrozellulose übertragen, indem ein senkrecht zum 
Polyacrylamid-Gel gerichtetes elektrisches Feld angelegt wird. Dadurch wandern die 
Proteine aus dem Gel auf die Nitrozellulosemembran, wo sie aufgrund hydrophober 
Wechselwirkungen haften. Dabei bleibt das Muster der elektrophoretischen 
Auftrennung erhalten. Um anschließend spezifische Proteine identifizieren zu können, 
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werden Primär-Antikörper eingesetzt, die sich aufgrund einer spezifischen Antigen-
Antikörper-Reaktionen an diese anlagern. An diesen Komplex bindet wiederum ein 
konjugierter Zweitantikörper, der danach mittels spezieller Nachweisverfahren 
detektiert werden kann. 
Für den Probentransfer auf eine Nitrozellulosemembran wird das Acrylamidgel (s. 
4.6.2.) in einen Gel/Membran-Sandwich eingebracht und in Transferpuffer geblottet. 
Dabei werden die aufgetrennten Proteine innerhalb einer Stunde bei 100V und 250mA 
auf die PVDF-Membran übertragen, diese anschließend fünf Minuten mit Waschpuffer 
gewaschen und dann für eine Stunde mit Blocklösung inkubiert. Hierbei werden 
unspezifische Proteinbindungsstellen reduziert.  
Es erfolgt nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer die Inkubation mit 
Erstantikörper über Nacht bei 4°C. Dafür werden die Antikörper für die p44/42-MAP-
Kinase und die Phospho-p44/42-MAP-Kinase jeweils 1:1000 mit Blocklösung 
verdünnt. Als Zweitantikörper dient der HRP-(Meerrettich-Peroxidase)-konjugierte 
Antikörper. Dabei katalysiert HRP die Oxidation von Luminol zu Dianion, von 
welchem die Chemilumineszenz detektiert werden kann [www.roempp.com]. So wird 
hier die MAP-Kinase ERK1/2 mit einer spezifischen Bande bei 42kDa und 44kDa 
nachgewiesen. Das heißt, in diesem Versuchsaufbau erfolgt nach erneutem Waschen 
der Nitrozellulosemembran (dreimal mit Waschpuffer) die einstündige Inkubation bei 
Raumtemperatur mit HRP-konjugiertem Zweitantikörper Goat-Anti-Rabbit, 1:6000 
mit Blocklösung verdünnt. Überschüssige Antikörper werden durch dreimaliges 
Waschen wieder entfernt und die Membran mit HRP-konjugiertem 
Chemilumineszenzsubstrat für fünf Minuten inkubiert. Die Detektion der Lumineszenz 
erfolgt mit dem Chemilumineszensdetektor (Gene Gnome) über eine Stunde. 
Serienbildaufnahmen von 30 Sekunden bis 15 Minuten Belichtungszeit werden 
aufgenommen, die spezifischen Banden der MAP-Kinase ERK1/2 nachgewiesen und 
anschließend mithilfe des Analyseprogramms GeneTools quantifiziert. Die Darstellung 
erfolgt mit Adobe Photoshop 7.0. 
Anschließend wird der Quotient aus der phosphorylierten und der nicht 
phosphorylierten Form gebildet. Dieser gibt das Verhältnis der aktiven zu den 
inaktiven Molekülen an und spiegelt somit den generellen Aktivitätsgrad der 3T3-L1 
Zelle während der Proliferation wider. Der Quotient pERK/ERK der Kontrolle wird 
dabei jeweils als Bezugwert 1 für die beiden anderen Gruppen des gleichen Tages 
festgesetzt. Die Darstellung erfolgt mittels Microsoft Office Excel 2003. 




5.6 Molekularbiologische Methoden 
5.6.1 RNA- Isolation aus humanem Fettgewebe 
 
Mit Hilfe des RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) wird RNA nach Herstellerangaben aus 
humanem Fettgewebe isoliert. Die Gewebeproben werden mit dem Einverständnis des 
jeweiligen Patienten aus überschüssigem Fettgewebe gewonnen, das bei Operationen 
im Bauchraum (viszerales Fett) oder bei plastischen Operationen an der weiblichen 
Brust (subkutanes Fett) anfällt (Ethikkommissions-Nummer: EK220102004). Die 
Proben werden bei -80°C gelagert. 
 
Für die Gewinnung der RNA aus der jeweiligen Fettgewebeprobe wird diese im 
Wasserbad (37°C) aufgetaut und das Volumen des Fettgewebes im Verhältnis 1:3 mit 
Lysepuffer RLT mit ß-Mercaptoethanol aufgefüllt. Die Homogenisation des Gewebes 
erfolgt mit dem Stabhomogenisator. Die entstehende ölige Emulsion wird anschließend 
fünf Minuten bei 20°C und 2500*g zentrifugiert und das flüssige Lysat in ein 
RNase/DNase-freies Reaktionsgefäße überführt. Anschließend wird nach 
Herstellerangaben weiter verfahren. Die RNA wird mit RNase-freiem Wasser eluiert 
und bei -70 °C gelagert. Zur Quantifizierung der RNA erfolgt nach dem Auftauen die 
Konzentrationsbestimmung.  
Zur Bestimmung der Konzentration einer Nukleinsäurelösung wird die Optische 
Dichte (OD) einer Probe bei 260nm Wellenlänge in einem Photometer gemessen. Hier 
wird die RNA dazu 50-fach in RNase-freiem Wasser verdünnt.  
Die Konzentration C berechnet sich wie folgt:    
 
C = OD260* E * V 
 
Wobei E den Extinktionskoeffizient (RNA = 40 μg/ml = 1U) und V die Verdünnung 
des Messansatzes wiedergibt. 
 
Aus dem Verhältnis der OD bei 260 und 280nm ermittelt man die 
Proteinkontamination in der Probe. Bei einer proteinfreien Nukleinsäurelösung weist 
die OD260 /OD280 ein Verhältnis von 1,9 – 2,1 auf.  





Durch reverse Transkription wird RNA in cDNA umgeschrieben.  
2 µg RNA wurden mit 1µl Oligo-dt-Primer und Wasser (16,75µl Ansatz) fünf Minuten 
auf 70°C erhitzt um die RNA-Sekundärstrukturen aufzuschmelzen. Auf Eis werden die 
Proben anschließend langsam auf Raumtemperatur abgekühlt (fünf Minuten), damit 
die Primer hybridisieren.  
5x Puffer, 10mM dNTPs, 25 U/μl RNasin und 200 U/μl M-MLV-Reverse 
Transkriptase (plus RNase/DNase freies Wasser) wurden in einem Volumen von 
7,35µl zugegeben und der Ansatz für 1 Stunde bei 42 °C inkubiert. Zur 
Hitzeinaktivierung der reversen Transkriptase wird der Ansatz vier Minuten bei 95 °C 




Für die PCR-Amplifizierung von cDNA werden synthetische Primer benötigt. Sie 
binden als Startpunkt für die erste Verknüpfungsreaktion spezifisch an die 
komplementäre Matrizensequenz und werden dann von der DNA-Polymerase 
verlängert. Die verwendeten Primer wurden mit Hilfe der Datenbank des „National 
Center for Biotechnology Information“ gefertigt (www.ncbi.nlm.nih.gov): 
 
Zuerst wird die DNA-Sequenz des gewünschten Produktes ermittelt. Danach sind die 
Primer so zu wählen, dass sie antiparallel zueinander an beide Stränge der 
DNASequenz des Produktes binden (Anzahl der Basenpaare zwischen dem Startpunkt 
des Vorwärts- und des Rückwärtsprimers ergeben die Größe des Produktes). Die 
Primerlänge sollte - falls möglich - zu gleichen Anteilen aus den vier Basen bestehen 
und eine Länge von 30 Nukleotiden nicht übersteigen. Um Primerdimere zu 
verhindern, sollten die Primer an den 3´-Enden weder inter- noch intramolekular 
komplementär sein. Außerdem sollten die Intron-überspannend gewählt werden, da die 
Amplifizierung dadurch eindeutig nicht-genomischer DNA zugeordnet werden kann.  
Für jede Amplifizierung konstruiert man Primerpaare möglichst so, dass beide Primer 
nahe beieinander liegende Schmelztemperaturen (Tm) aufweisen. Diese kann anhand 
ihrer Basenzusammensetzung durch spezielle Formeln errechnen werden. Dennoch 
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lässt sich die genaue Bindungstemperatur nie direkt aus der Schmelztemperatur 
ableiten, sondern muss durch die praktische Versuchsanwendung nachträglich 
optimiert werden [Newton & Graham, 1994]. 
 
 
5.6.4 Quantitative PCR (qPCR) 
 
Die quantitative oder real-time PCR ist eine Vervielfältigungsmethode für 
Nukleinsäuren, die auf dem Prinzip der herkömmlichen Polymerase-Kettenreaktion 
(PCR) beruht und zusätzlich die Quantifizierung der gewonnenen DNA in Echtzeit 
ermöglicht. Dies geschieht durch die Detektion von amplifizierten PCR-Produkten 
während eines Reaktionsverlaufes. Durch die Einbindung eines fluoreszierenden 
Reporterfarbstoffes (SYBR® Green) in die doppelständigen DNA-Produkte entsteht 
ein messbares Fluoreszenzsignal, dessen Stärke proportional mit der Zunahme der 
Aplifikatmenge zunimmt. Zur absoluten Quantifizierung wird im gleichen real-time 




 Kopien des 
Plasmids pro Zyklus mitgeführt.  
Die Standardgerade wird durch die Auftragung des dekadischen Logarithmus der 
Kopienzahl des jeweiligen Standards gegen den entsprechenden CT-Wert (threshold 
cycle; der Zyklus, in dem die Fluoreszenz einer Probe erstmals signifikant die 
Hintergrundfluoreszenz übersteigt) gebildet. Dadurch kann jetzt über den gemessenen 
CT-Werte für jede unbekannte Probe die jeweilige Kopienzahl ermittelt werden. 
Zusätzlich werden die Proben über die Expression des Haushaltsgens β-Aktin 
normiert. Hierfür wird analog eine Standardgerade des β-Aktins mit einem externen 
Plasmidstandard erstellt und der Quotient aus den absoluten Kopienzahlen der 
Zielsequenz und der mRNA des Haushaltsgens gebildet. 
 
Zur Kontrolle, dass nur spezifische PCR-Produkte detektiert wurden, schließt sich an 
die gesamte Messung eine Schmelzkurvenanalyse an. Dabei wird nach dem letzten 
PCR-Zyklus bei kontinuierlicher Datenaufnahme die Temperatur schrittweise von 
65°C auf 95°C erhöht. Da die PCR-Produkte hierbei denaturieren und SYBR Green 
sich nicht mehr in die Doppelhelix einlagern kann, fällt das durch SYBR Green 
generierte Fluoreszenzsignal bei der spezifischen Schmelztemperatur stark ab. Die 
Differenzierung zwischen unspezifischen und spezifischen PCR-Produkten ist damit 
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durch die signifikant unterschiedlichen Schmelztemperaturen möglich. Als 
Negativkontrolle wird Wasser mit SYBR Green ohne Genmaterial mitgeführt. 
 
 
5.6.4.1 Zusammensetzung der quantitativen PCR-Ansätze 
 
Für die quantitative Detektion von hGPR39 wird das LightCycler FastStart DNA 
Master Plus SYBR Green I Kit verwendet. 
Die absolute Quantifizierung einer Probe erfolgt durch die Herstellung einer 




 Kopien der 
Targetsequenz in jeweils 2μl Volumen. Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes 
erfolgt aus den in Tabelle 5-2 aufgelisteten Komponenten. 
 
Komponente Volumen (μl) 
RNase-freies Wasser 3 
Primer R (0,5μM) 





Tab. 5-2 Reaktionsansatz qPCR 
 
 
Dabei werden zur Amplifikation der zu untersuchenden cDNAFragmente die unter 4.9 




In folgender Tabelle 5-3 sind die zur Amplifikation notwendigen Schritten in der 
Reihenfolge ihrer Abfolge aufgelistet. Der komplette Zyklus von der Denaturierung bis 
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      Schritt Temperatur (°C) Zeit 
Initiale 
Denaturierung 
95 7 min 
Denaturierung 95 10 s 
Hybridisierung 65 5 s 
Elongation 72 13 s 
Tab. 5-3 qPCR-Ampifikationsprotokoll. Denaturierung bis Elongation: 40 Zyklen 
 
Die Auswertung erfolgte mit der Light Cycler Quantification Software. Zur absoluten 
Quantifizierung wird der externe Standard verwendet, dessen Klonierung und 
Aufreinigung zuvor beschrieben wurde.  
Alle Darstellungen im Ergebnisteil beziehen sich auf die gemessenen, auf β-Aktin 
normierten 
Kopienzahlen.  
Die Untersuchung eines statistischen Zusammenhangs zwischen der Expression des 
Obestatinrezeptor-Gens hGPR39 (relative Werte) in einer Fettgewebeprobe und dem 
Alter, bzw. BMI der entsprechenden Versuchsperson erfolgte mittels Analysesoftware 
PASW Statistics 18 von SPSS. Damit wird die Korrelation nach Pearson geprüft.  
Die univariante Varianzanalyse wird anschließend sowohl unter Berücksichtigung aller 
Proben (n=12) als auch ohne den Ausreißer (n=11) durchgeführt. Dieses 
datenanalytische und strukturprüfende, statistische Verfahren wird verwendet, um 
Aufschlüsse über die hinter den Daten steckenden Gesetzmäßigkeiten zu erlangen. Die 
Varianz einer Zielvariablen (hier: relative hGPR39-Kopienzahl) wird dabei durch den 
Einfluss einer oder mehrerer Einflussvariablen (hier: BMI, bzw. Alter) erklärt [www. 
themeasurementgroup.com]. 
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5.7 Statistische Analysen 
 
p = Wahrscheinlichkeit, dass die Null-Hypothese (kein Unterschied) zutrifft. 
 
Die Daten werden als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt. 
 
Die Messergebnisse des in situ ELISAs werden gegen die jeweilige Kontrolle des 
gleichen Messtages normiert und als Prozentsatz der Kontrolle dargestellt.  
In der Western Blot-Analyse wird bei der Quantifizierung der Banden mittels 
GeneTool der Messwert prozentual auf die Kontrollbande desselben Tages bezogen.   
Im Proliferationstest mit CellTiter96 und in den Differenzierungsversuchen mit 
AdipoRed werden die absoluten Messergebnisse benutzt.  
Die Signifikanz des Unterschieds zwischen den Mittelwerten der einzelnen Gruppen 
wird durch die Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni´s Multiple Comparison 
Nachtest ermittelt. Es wird eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% (p<0,05) festgelegt. 
 
Die graphische Auswertung und die Berechnung eines statistischen Zusammenhanges 
der Expression des hGPR39-Gens in einer Fettgewebeprobe mit dem BMI bzw. Alter 
des entsprechenden Patienten, erfolgt mit der Analysesoftware PASW Statistics 18 von 
SPSS. Es wurde sowohl die Korrelation nach Pearson geprüft, als auch eine 
univariante Varianzanalyse durchgeführt. Es wird eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 
5 % (p<0,05) festgelegt. 






6.1 Einfluss von Obestatin auf die Proliferation 
6.1.1 Untersuchung mit 3% FBS im Kulturmedium 
 
Zur Klärung des Einflusses von Obestatin auf die Proliferation der 3T3-L1 Zellen 
wurde ein Proliferationstest mit CellTiter96 durchgeführt. Die Zellen setzten das MTS, 
das in CellTiter96 enthalten ist, in farbiges Formazan um. Die dadurch hervorgerufene 
Absorptionsänderung kann gemessen und somit Rückschluss auf die Lebendzellzahl 
gezogen werden. 
 
A priori bestand die Annahme einer hemmenden Wirkung des Obestatins auf die 
Proliferation der Zellen, gemessen an ihrer absoluten Zahl über einen Zeitraum von 
sechs Tagen. 
Die Ergebnisse der von Tag eins bis sechs nach Aussaat bestimmten Extinktion, die 
sich direkt proportional zur Anzahl der 3T3-L1 Zellen verhält, sind in folgendem 
Balkendiagramm dargestellt (Abb. 6-1). Die Untersuchungen mit 3% FBS im 
Kulturmedium umfassen vier Experimente. Die Mittelwerte ± SEM repräsentieren die 
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Abb. 6-1 Proliferationstest: Absolute Zellzahlen von 3T3-L1 Zellen mit 3% FBS 
im Kulturmedium. Obestatin hat keinen signifikanten Einfluss auf die 
Proliferation. Bestimmung der Zellzahl indirekt durch die Messung der Extinktion in 
Abhängigkeit von der Zeit (D= Tage nach Aussaat) und der Obestatinkonzentration im 




Die Zellzahl stieg jeweils im Vergleich zum Vortag über den beobachteten Zeitraum 
von D1 bis D5 nach Aussaat in allen drei untersuchten Gruppen an. Nach Tag fünf war 
keine weitere Zunahme der Extinktion und damit indirekt der absoluten Zellzahl mehr 
zu beobachten. An keinem der untersuchten Tage war ein signifikanter Unterschied 
zwischen der Kontrolle und den mit Obestatin behandelten Zellen vorhanden. 
Zwischen den mit 10nM und 100nM Obestatin kultivierten Zellpopulationen konnte 
kein signifikanter Unterschied im Proliferationsverhalten gezeigt werden.  
Auffallend war ein Maximum der Schwankungsbreite der Einzelwerte an Tag fünf. 
Dies konnte sowohl in der Kontrollgruppe, als auch in den beiden mit Obestatin 
behandelten Zellpopulationen beobachtet werden. 
 
Über den gesamten Beobachtungszeitraum wurden die 3T3-L1 Zellen unmittelbar vor 
den Messungen auch mikroskopisch beurteilt. In der folgender Abbildung 6-2 ist 
exemplarisch die mikroskopische Betrachtung von 3T3-L1 Zellen, die mit 3% FBS im 
Medium kultiviert wurden, über sechs Tage dargestellt. Ab Beobachtungstag fünf war 
mikroskopisch die vollständige Konfluenz der Zellen zu erkennen. 
 
  Ergebnisse 
 
 48 
 D1        D2        D3        D4        D5        D6 
Abb. 6-2 Mikroskopische Betrachtung von 3T3-L1 Zellen während der 
Proliferation. Inkubation der Zellen über sechs Tage in 3% FBS-haltigem 
Kulturmedium. D1-D6 entsprechen den Tagen nach Aussaat. Die vollständige 
Konfluenz ist optisch ab Tag fünf zu erkennen  
 
6.1.2 Untersuchung mit 10% FBS im Kulturmedium 
 
Zur Ergänzung wurde ebenfalls der Einfluss von Obestatin auf die Proliferation der 
3T3-L1 Zellen untersucht, die mit 10% FBS im Kulturmedium kultiviert wurden. Die 
Versuchsanordnung wies - außer im Serumanteil des Kulturmediums - keine weiteren 
Veränderungen zum Proliferationstest mit 3% FBS auf (s. 6.1.1.). 
Auch hier wurde an den sechs Messtagen die Zelldichte mikroskopisch betrachtet und 
direkt im Anschluss die Zellzahl indirekt mithilfe von CellTiter96 bestimmt. Die 
Ergebnisse der berechneten Mittelwerte mit Standardabweichung aus vier Versuchen 
sind in folgendem Balkendiagramm (Abb. 6-3) dargestellt. Die Bestimmung der 
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Abb. 6-3 Proliferationstest: Absolute Zellzahlen von 3T3-L1 Zellen mit 10% FBS 
im Kulturmedium. Obestatin hat keinen signifikanten Einfluss auf die 
Proliferation. Bestimmung der Zellzahl indirekt durch die Messung der Extinktion in 
Abhängigkeit von der Zeit (D= Tage nach Aussaat) und der Obestatinkonzentration im 




Auch unter diesen Versuchsbedingungen stieg die Zellzahl in allen drei 
Vergleichspopulationen über den beobachteten Zeitraum bis Tag fünf stetig an. Ab D5 
zeigte sich keine Steigerung der gemessenen Extinktionswerte und somit der absoluten 
Zellzahl mehr. 
An keinem der sechs Tage wurde ein signifikanter Unterschied im 
Proliferationsverhalten zwischen der Gruppe ohne Obestatin (ko) und den mit 
Obestatin (10nM, 100nM) inkubierten Zellen gemessen. Auch im Vergleich zwischen 
den beiden Populationen mit unterschiedlichen Obestatinkonzentrationen war kein 
signifikanter Unterschied zu erkennen.  
 
Die tägliche, mikroskopische Betrachtung der Zelldichte vor der jeweiligen Messung 
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6.2 Einfluss von Obestatin auf die Differenzierung von 3T3-L1  
Zellen  
 
Es sollte mithilfe des Nachweisverfahrens AdipoRed untersucht werden, ob Obestatin 
die Differenzierung der 3T3-L1 Zellen beeinflusst. Ausgegangen wurde von der 
Annahme, dass Obestatin die Differenzierung hemmt. Als Maß für den 
Differenzierungsgrad diente dabei der intrazelluläre Lipidgehalt, der mittels AdipoRed 
quantifiziert wurde. 
Getestet wurde im Kulturmedium Obestatin in den Konzentrationen 10nM oder 100nM 
und als Hemmstoff der Differenzierung, 10μg/ml TNFα. 
Fetales Kälberserum enthält eine Vielzahl von Proteinen. Unter diesen Proteinen 
befinden sich auch Wachstumsfaktoren, die für das Kultivieren von Zellen in 
Zellkulturflaschen notwendig sind. Da mit 10% FBS im Kulturmedium die 
Differenzierung in der mikroskopischen Betrachtung sehr rasch ablief und bereits nach 
etwa sieben Tagen keine Progression mehr messbar war (Daten hier nicht gezeigt), 
erfolgte dieses Experiment nach Induktion der Differenzierung parallel entweder ohne 
FBS oder lediglich mit 3% FBS im Kulturmedium.  
 
6.2.1 Untersuchungen ohne FBS im Kulturmedium 
 
Folgende Abbildung 6-4 gibt die Ergebnisse des Differenzierungstests ohne FBS 
wieder. Gezeigt werden die Mittelwerte der gemessenen Fluoreszenz mit 
Standardabweichung von drei durchgeführten Versuchen. Die Bestimmung der 
Einzelergebnisse erfolgte dabei für TNFα aus mindestens acht wells je Experiment, bei 
den anderen Stimulationsgruppen jeweils aus mindestens 12 wells. 
 




Abb. 6-4 Differenzierungstest ohne FBS: Obestatin hat keinen signifikanten 
Einfluss auf den Grad der Differenzierung der 3T3-L1 Zellen. Quantifizierung 
des intrazellulären Lipidgehaltes mit AdipoRed als Maß des 
Differenzierungsgrades. Die Fluoreszenz (Emissionsmessung bei 572nm) ist 
abhängig von der Zeit nach Induktion der Differenzierung (D3-D11) und vom 
Kulturmedium (ko=Kontrolle), bzw. den zu untersuchenden Substanzen im 
Kulturmedium (10nM Obestatin, 100nM Obestatin, 10 μg/ml TNFα). TNFα hemmt an 
allen Tagen signifikant die Differenzierung (p<0,05). Die Daten sind berechnete 
Mittelwerte ± SEM, n=3. 
 
 
Der generelle Grad der Differenzierung nahm erwartungsgemäß über den beobachteten 
Zeitraum von elf Tagen sowohl in der Kontrollgruppe, als auch in den beiden 
Obestatingruppen (10nM und 100nM) zu. An keinem der untersuchten Tage war ein 
signifikanter Einfluss von Obestatin auf den Grad der Differenzierung der 3T3-L1 
Zellen zu messen. Eine Tendenz schien jedoch ab Tag sieben erkennbar. Dabei war - 
entgegen den Erwartungen - tendenziell eine Stimulation der Differenzierung durch 
Obestatin zu erkennen. Dosisabhängig konnte bei beiden Obestatingruppen eine (nicht 
signifikant) höhere Fluoreszenz als in der Kontrollgruppe gemessen werden.  
TNFα ist als ein effektiver Hemmstoff der Differenzierung von 3T3-L1 Zellen 
bekannt. In der Konzentration von 10μg/ml Kulturmedium inhibierte dieses Zytokin 
auch in den hier durchgeführten Differenzierungsexperimenten die Differenzierung der 
3T3-L1 Zellen signifikant (p<0,05) über den gesamten Beobachtungszeitraum hinweg. 
Die Schwankungsbreite der Einzelwertmessergebnisse blieb dabei gering. Bei der 
Kontrollgruppe und den beiden mit Obestatin behandelten Populationen nahm diese 
über die Dauer des Versuches deutlich zu. Am stärksten war sie dabei an Tag elf (D11) 
in allen Gruppen gleichermaßen zu beobachten. 
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In der folgenden Abbildung 6-4 ist exemplarisch die mikroskopische Betrachtung von 
3T3-L1 Zellen während der Differenzierung dargestellt. Die optische Beurteilung der 
Zellen wurde dabei jeden zweiten Tag direkt vor den Messungen vorgenommen. Zu 
sehen war eine Zunahme der multilokulären Lipideinlagerungen in Form von 
intrazellulären Fetttröpfchen.  
 
 D3             D5       D7            D9     D11 
Abb. 6-5 Mikroskopische Betrachtung von 3T3-L1 Zellen während der  
Differenzierung. Zu Erkennen ist die vermehrte intrazelluläre Einlagerung von 
Lipiden in Tröpfchenform. Inkubation der Zellen über elf Tage nach Induktion der 
Differenzierung ohne FBS im Kulturmedium. D3-D11 entsprechen den Messtagen 
nach Induktion der Differenzierung.  
 
 
6.2.2 Untersuchungen mit 3% FBS im Kulturmedium 
 
Der Versuchsaufbau mit 3% FBS im Kulturmedium unterschied sich außer im Gehalt 
an FBS im Kulturmedium nicht von dem der Versuchsreihe ohne FBS (s. 6.2.1.). 
Folgendes Balkendiagramm (Abb. 6-6) zeigt die Ergebnisse der Differenzierungstest 
der 3T3-L1 Zellen, die mit 3% FBS im Kulturmedium kultiviert wurden. Dargestellt 
sind die Mittelwerte mit Standardabweichung von drei durchgeführten Versuchen. Pro 
Experiment sind diese aus Einzelergebnissen berechnet, die für TNFα in mindestens 
acht, bei den anderen untersuchten Gruppen in 12 wells bestimmt wurden. 
 




Abb. 6-6 Differenzierungstest mit 3% FBS: Obestatin hat keinen signifikanten 
Einfluss auf den Grad der Differenzierung der 3T3-L1 Zellen. Quantifizierung 
des intrazellulären Lipidgehaltes mit AdipoRed als Maß des 
Differenzierungsgrades. Die Fluoreszenz (Emissionsmessung bei 572nm) ist 
abhängig von der Zeit nach Induktion der Differenzierung (D3-D11) und vom 
Kulturmedium (ko=Kontrolle), bzw. den zu untersuchenden Substanzen im 
Kulturmedium (10nM Obestatin, 100nM Obestatin, 10μg/ml TNFα). TNFα hemmt ab 




Wie erwartet nahm der generelle Grad der Differenzierung auch hier über den 
beobachteten Zeitraum von elf Tagen jeweils in der Kontrollgruppe und den beiden 
Obestatingruppen (10nM und 100nM) zu. Es konnte kein signifikanter Effekt auf die 
Differenzierung durch Obestatin im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden. 
Auch zwischen den beiden Gruppen, die mit Obestatin behandelt wurden (10nM bzw. 
100nM), zeigte sich weder eine signifikante Wirkung noch eine gleichbleibende 
Tendenz  auf das Ausmaß der Differenzierung.  
Die durch TNFα hervorgerufene Hemmung der Differenzierung wurde ab dem fünften 
Tag signifikant messbar (p<0,05).  
Eine zunehmende Schwankungsbreite aller Messergebnisse zeigte sich auch hier über 
den gesamten Beobachtungszeitraum und erreichte ein Maximum an Tag elf. 
 
Die mikroskopische Betrachtung der 3T3-L1 Zellen während der Differenzierung mit 
3% Serumanteil im Kulturmedium wurde ebenfalls an den fünf Messtagen 
vorgenommen. Dabei zeigte sich in gleichem Maße wie bei den Versuchen ohne FBS 
über den Beobachtungszeitraum optisch eine fortschreitende Zunahme der 
intrazellulären Lipideinlagerung (Bilder hier nicht gezeigt). 




6.3 Einfluss von Obestatin auf die ERK1/2-Phosphorylierung, 
Analyse mittels Western Blot 
 
Nach der Extraktion von Proteinen und der Bestimmung der Proteinkonzentrationen 
können spezifische Proteine mittels Western Blot identifiziert und ihre Menge 
semiquantitativ bestimmt werden. Dadurch kann über den (Protein-)Stoffwechsel eine 
Aussage zum Aktivitätszustand der Zellen getroffen werden kann. Auf diese Weise 
wird eine gezieltere Betrachtung des Einflusses von Obestatin auf die 3T3-L1 Zellen 
ermöglicht als dies mittels Proliferationstest möglich war.  
So erfolgte während der Proliferation der 3T3-L1 Zellen die Untersuchung des 
zellulären Stoffwechsels mittels Western Blot-Analyse am Beispiel der 
Phosphorylierung von ERK1/2. Diese Kinase stellt das Schlüsselenzym in der 
Vermittlung der Zellproliferation dar und wird deshalb zur Beurteilung des 
Akivitätszustandes der Zelle während der Proliferation herangezogen. Ihre 
spezifischen Banden wurden bei 42kDa/44kDa nachgewiesen. Anschließend erfolgte 
mithilfe des Software Programms Gene Tools ein quantitativer Vergleich der Banden. 
 
Mit 24 Stunden-Stimulationen wurde vorerst versucht, einen potentiellen Effekt von 
Obestatin auf die 3T3-L1 Zellen sichtbar zu machen. Das 3% bzw. 10% FBS-haltige 
Kulturmedium mit Obestatin (10nM, 100nM) oder als Kontrolle ohne Obestatin wurde 
alle 24 Stunden gewechselt. Die Proteinisolation fand an Tag eins, Tag drei und Tag 
sechs mit anschließender Aufbereitung der Proteine und Darstellung mithilfe SDS-
Page/Western Blot statt. Da sich jedoch kein reproduzierbarer Effekt abzeichnete 
(Daten nicht gezeigt) und dies auf eine ineffektive Art und Dauer der Stimulation 
zurückgeführt wurde, erfolgte eine Änderung des Versuchsablaufs. 
Im neuen Versuchsansatz wurden die Zellen in serumhaltigem Medium kultiviert, 
jedoch an den Messtagen eins, drei und sechs eine fünfstündige Inkubation bei FBS-
freiem Kulturmedium vorgenommen. Erst daran anschließend erfolgte eine 30-
minütige Kurzzeitstimulation. Diese wurde dann entweder  in 3% bzw. 10% FBS-
haltigem Medium durchgeführt; mit oder ohne 10nM bzw. 100nM Obestatin. 
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6.3.1 Untersuchung mit 3% FBS im Kulturmedium 
 
In der Abbildung 6-7 sind die Western Blots für ERK und pERK dargestellt, für die 
3T3-L1 Zellen mit 3% FBS im Kulturmedium über sechs Tage kultiviert wurden. Der 
Quotient pERK/ERK der Kontrolle wurde jeweils als Bezugswert 1 für die anderen 
beiden Gruppen des gleichen Tages festgesetzt. An Tag eins und sechs waren keine 
spezifischen pERK-Banden darstellbar und somit eine Auswertung nicht möglich. Aus 
diesem Grund ist in der folgenden Abbildung 6-7 nur Messtag drei dargestellt. 
 
 
Abb. 6-7 Western Blot Analyse D3: Effekt von Obestatin auf das Proliferations-
Schlüsselenzym ERK nach 30 min Kurzzeitstimulation. Stimulation als Kontrolle 
(ko) oder mit Obestatin (10nM, 100nM) in 3% FBS-haltigem Kulturmedium nach fünf 
Stunden serumfreier Inkubation. Quantifizierung der Banden mithilfe des 
Analyseprogramms Gene Tools. Der Quotient pERK/ERK der Kontrolle wurde als 
Bezugwert 1 für die anderen Gruppen des gleichen Tages festgesetzt. D3= Tage nach 
Aussaat, je n=1 
 
 
Da an Tag eins und Tag sechs keine spezifischen pERK-Banden darstellbar waren, 
fanden mehrere Veränderungen der Rahmenbedingungen bei der Immunfärbung statt. 
Es wurden beispielsweise Änderungen bei der Inkubationsdauer mit Erst- und 
Zweitantikörper getestet. Auch die Menge an Chemilumineszenzsubstrat und die 
Belichtungsdauer für die Detektion der Banden wurden verändert. Dennoch konnten an 
den Tagen eins und sechs keine spezifischen Banden der phosphorylierten ERK-Form 
nachgewiesen werden. 
 
An Tag drei konnte aber entgegen des a priori angenommenen Hemmeffektes von 
Obestatin mit Hilfe dieser Western Blots offensichtlich eine Zunahme des pERK/ERK-
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Quotienten gezeigt werden. Mit 10nM Obestatin im Kulturmedium wurde eine 
Steigerung des pERK/ERK-Quotienten etwa um das 2,4-fache; mit 100nM um das 6-
fache beobachtet (s. Abb. 6-7). Das heißt, dass in Abhängigkeit von der Menge des 
eingesetzten Obestatins eine Phosphorylierung der für die Zellproliferation 
unerlässlichen MAP-Kinase stattgefunden hat. 
 
6.3.2 Untersuchung mit 10% FBS im Kulturmedium 
 
In der folgender Abbildung 6-8 sind die Western Blots für pERK und ERK dargestellt, 
für die die 3T3-L1 Zellen mit 10% FBS im Kulturmedium kultiviert wurden. Dabei 
wurde an den drei Messtagen (D1, D3, D6) das serumhaltige Medium für fünf Stunden 
durch serumfreies Medium ersetzt und anschließen die 3T3-L1 Zellen für 30 Minuten 
mit oder ohne Obestatin in den angegebenen Konzentrationen inkubiert. An Tag eins 
und sechs waren keine spezifischen pERK-Banden darstellbar und somit auch hier eine 
Auswertung an diesen Messtagen unmöglich.  
Der Quotient pERK/ERK der Kontrolle wurde als Bezugwert 1 für die anderen 
Gruppen des gleichen Tages festgesetzt. 
 
 
Abb. 6-8 Western Blot Analyse D3: Effekt von Obestatin auf das Proliferations-
Schlüsselenzym ERK nach 30 min Kurzzeitstimulation. Stimulation als Kontrolle 
(ko) oder mit Obestatin (10nM, 100nM) in 10% FBS-haltigem Kulturmedium nach 
fünf Stunden serumfreien Inkubation. Quantifizierung der Banden mithilfe des 
Analyseprogramms Gene Tools. Der Quotient pERK/ERK der Kontrolle wurde als 
Bezugwert 1 für die anderen Gruppen des gleichen Tages festgesetzt. D3= Tage nach 
Aussaat, je n=1 
 




Auch mit 10% FBS im Kulturmedium zeigte sich bei den 3T3-L1 Zellen an Tag drei 
eine konzentrationsabhängige Aktivierung, d.h. ERK1/2-Phosphorylierung durch 
Obestatin im Vergleich zur Kontrolle. Mit 10nM Obestatin im Kulturmedium konnte 
eine Steigerung des pERK/ERK-Quotienten um das 1,4-fache; mit 100nM um das 2,4-
fache beobachtet werden (s. Abb 6-8). 
 
6.3.3 Zusammenfassung der Western Blot Analyse-Ergebnisse mit 3% 
und 10% FBS im Kulturmedium 
 
Die angedeutete Aktivierung der für die Zellproliferation unerlässlichen MAP-Kinase 
in Abhängigkeit von der Menge des eingesetzten Obestatins konnte bei beiden 
Versuchsreihen nur an einem der drei Messtage nachgewiesen werden. Dadurch und 
weil nur jeweils ein Western Blot pro Versuch angefertigt wurde, besitzen diese 
Ergebnisse keine Signifikanz.  
Zur weiteren Untersuchung dieser Ergebnisse wurde Experimente angeschlossen, die 




6.4 Einfluss von Obestatin auf die ERK1/2-Phosphorylierung, 
Analyse mittels in situ ELISA 
 
In dem verwendeten Zellkultursystem 3T3-L1 sollte mittels in situ ELISA der Einfluss 
von Obestatin auf die extrazelluläre signalregulierte Kinase und somit ein möglicher 
Einfluss auf die Proliferation dieses Adipozytenmodells genauer untersucht werden. 
Die Stimulation der Zellen fand in gleicher Weise (30-minütige Kurzzeitstimulation 
nach fünf Stunden serumfreier Inkubation) wie bei den Untersuchungen mittels 
Western Blot-Analyse statt (s. 6.3.). 
In den folgenden Balkendiagrammen Abb. 6-9 und 6-10 sind die Ergebnisse aus 
jeweils drei Versuchen für die untersuchten Tage eins, drei und sechs nach Aussaat 
dargestellt. Die gezeigten Mittelwerte mit Standardabweichung repräsentieren dabei 
die Einzelergebnisse, die für die Kontrolle und die Positivkontrolle (PMA) in jeweils 
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vier wells bestimmt wurden. Für die beiden Obestatingruppen erfolgten die Messungen 
in mindestens sieben wells pro Experiment. 
 
Für die Beurteilung und die graphische Auswertung wurde jeweils der Quotient 
pERK/ERK gebildet und dieser für die Kontrolle als Bezugwert 1 für die anderen drei 
Gruppen (10nM Obestatin, 100nM Obestatin, PMA) des gleichen Tages festgesetzt. 
 
6.4.1 Untersuchung mit 3% FBS im Kulturmedium 
 
Wie in Abbildung 6-9 gezeigt, konnte an keinem der Messtage ein signifikanter 




























Abb. 6-9 In situ ELISA (mit 3% FBS im KM): Obestatin hat keinen Einfluss auf 
die ERK-Phosphorylierung in 3T3-L1 Zellen. Messungen nach fünf Stunden 
Inkubation in serumfreiem Medium und anschließender 30-minütiger 
Kurzzeitstimulation. Bestimmung des pERK/ERK-Quotienten abhängig von der Zeit 
(D=Tage nach Aussaat der Zellen) und der Obestatinkonzentration (10nM, 100nM), 
bzw. PMA (1µM) im 3% FBS-Kulturmedium. Der Quotient pERK/ERK der Kontrolle 
(ko) wurde als Bezugwert 1 für die anderen drei Gruppen des gleichen Tages 
festgesetzt. PMA aktiviert signifikant (p<0,05) den ERK-Weg. Daten berechnet aus 
Mittelwerte ± SEM aus n=3 Experimenten 
 
 
Das Verhältnis pERK/ERK, das die Menge an aktivem Enzym in Relation zu seiner 
inaktiven Form setzt, wurde an keinem der untersuchten Tage durch Obestatin 
signifikant verschoben. Selbst eine Tendenz im Ausmaß der ERK-Phosphorylierung 
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im Vergleich zur Kontrollgruppe lies sich weder durch den Einfluss von 10nM noch 
von 100nM Obestatin beobachten. Auch zwischen den Messergebnissen der beiden mit 
Obestatin behandelten 3T3-L1 Zellgruppen bestand kein signifikanter Unterschied. 
Durch die Zugabe von 1µM PMA zum Kulturmedium, das bekanntermaßen den 
intrazellulären ERK-Signalweg maximal stimuliert, konnte an Tag eins, drei und sechs 
eine signifikante Aktivierung der extrazellulär signalregulierten Kinase im Vergleich 
zur Kontrollgruppe des jeweiligen Messtages erreicht werden (p<0,05). 
 
6.4.2 Untersuchung mit 10% FBS im Kulturmedium 
 
Der Versuchsaufbau mit 10% FBS im Kulturmedium unterschied sich außer im Gehalt 
an FBS im Kulturmedium nicht von dem der Versuchsreihe mit 3% FBS. Wie in 
folgendem Diagramm (Abb. 6-10) gezeigt, ließ sich auch bei diesen Versuchen an 
keinem der Messtage ein signifikanter Einfluss von Obestatin auf die ERK-






























Abb 6-10 In situ ELISA (mit 10% FBS im KM): Obestatin hat keinen Einfluss 
auf die ERK-Phosphorylierung in 3T3-L1 Zellen. Messungen nach fünf Stunden 
Inkubation in serumfreiem Medium und anschließender 30-minütiger 
Kurzzeitstimulation. Bestimmung des pERK/ERK-Quotienten abhängig von der Zeit 
(D=Tage nach Aussaat der Zellen) und der Obestatinkonzentration (10nM, 100nM), 
bzw. PMA (1µM) im 10% FBS-Kulturmedium. Der Quotient pERK/ERK der 
Kontrolle (ko) wurde als Bezugwert 1 für die anderen drei Gruppen des gleichen Tages 
festgesetzt. PMA aktiviert signifikant (p<0,05) den ERK-Weg an D1 und D6. Daten 
berechnet aus Mittelwerte ± SEM aus n=3 Experimenten 
 




Hier konnte ebenfalls nur bei der Inkubation mit der Positivkontrolle PMA (1µM) im 
Vergleich zur Kontrolle des gleichen Messtages die Zunahme der ERK-
Phosphorylierung gemessen werden. An Tag eins und sechs war diese signifikant 
(p<0,05). An Tag drei konnte eine deutliche, jedoch nicht signifikante Aktivierung des 
ERK-Signalweges gezeigt werden. 
 
 
6.5 Expression des hGPR39-Gens in humanen Fettgewebe-
proben, Untersuchungen mittels quantitativer PCR 
 
Ausgehend von der Annahme, dass durch eine autogene Regulation mittels Obestatin 
dessen Rezeptoranzahl auf Adipozyten in Abhängigkeit vom Körpergewicht variiert, 
wurde untersucht, ob eine statistischer Zusammenhang besteht zwischen der 
Expression des hGPR39-Rezeptor-Gens in Fettgewebeproben und dem BMI bzw. 
Alter der Person, der diese entnommen wurde. Die Proben wurden aus viszeralem oder 
subkutanem Fettgewebe von 12 weiblichen Patientinnen gewonnen, deren 
durchschnittliches Alter am Entnahmetag bei 43,3 ± 16,7 Jahren lag und der BMI im 
Mittel bei 28,0 ± 3,5 kg/m². Aus diesen Proben wurde die RNA isoliert, in cDNA 
umgeschrieben und die Kopien des hGPR39-Gens mithilfe des Light Cyclers 
quantifiziert (normiert auf β-Aktin). 
 
Aufgrund der geringen Probenzahl an viszeralem (n=5) und subkutanem Fett (n=7) 
konnte für die beiden Fettgewebearten bei ihrer getrennten Betrachtung kein 
statistischer Zusammenhang zwischen der entsprechenden hGPR39-Kopienzahl 
(relative Werte) und dem BMI bzw. Alter gefunden werden (Daten hier nicht gezeigt). 
Daher wurden im Folgenden beide Gewebearten gemeinsam betrachtet. Das heißt, für 
die anschließenden Berechnungen und graphischen Darstellungen wurde nicht 
zwischen subkutanem und viszeralem Fettgewebe unterschieden.   
 
Eine Korrelation zwischen der Expression des hGPR39-Gens im Fettgewebe und dem 
Alter (Abb. 6-11, A), bzw. dem BMI (Abb. 6-12, B) der entsprechenden Person besteht 
nicht. Die entsprechenden Streudiagramme sind in folgender Abbildung zur 
Verdeutlichung dargestellt. 




Abb. 6-11 Streudiagramme: Eine Korrelation zwischen der Expression des 
hGPR39-Gens im Fettgewebe und dem Alter (A) bzw. dem BMI (B) der 
entsprechenden Versuchsperson besteht nicht. Die Kopienzahl des 
Obestatinrezeptorgens hGPR39 (normiert auf β-Aktin) wurden mittels qPCR in 12 
Proben weiblicher Patientinnen bestimmt, deren durchschnittliches Alter am 
Entnahmetag 43,3 ± 16,7 Jahre betrug; BMI 28,0 ± 3,5 kg/m² 
 
 
Wie in Abb. 6-11 (A, B) erkennbar ist, befand sich unter den 12 Proben ein Extrem-
Messwert bezüglich der Kopienzahl des hGPR39-Gens. Die Größenordnung des 
Ergebnisses dieser Probe liegt etwa 7-fach über den im Durchschnitt gemessenen. Die 






Fettgewebe Kopien hGPR39/100.000 Kopien 
Aktin 
21,3 19 subkutan 1723,29 
Tab. 6-1 Personenbezogene Daten des Ausreißer-Messwertes 
 
Die 12 Proben wurden anschließend mithilfe der univarianten Varianzanalyse (SPSS) 
geprüft. Mit diesem statistischen Verfahren werden Aufschlüsse über die hinter den 
Daten steckenden Gesetzmäßigkeiten erlangt. Die Varianz einer oder mehrerer 
Zielvariable(n) wird dabei durch den Einfluss einer oder mehrerer Einflussvariablen 
(Faktoren) erklärt. 
Unter Berücksichtigung des oben genannten Ausreißer-Messwertes lies sich auch 
mithilfe der univarianten Varianzanalyse kein signifikanter Zusammenhang zwischen 
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der normierten Kopienzahl des Obestatinrezeptors in der Probe und dem BMI bzw. 
Alter feststellen (s. Abb. 6-12). Allerdings bestand unter Nicht-Berücksichtigung des 
Ausreißer ein nahezu signifikanter (p=0,06), positiv linearer Zusammenhang zwischen 
der normierten Kopienzahl des Rezeptor-Gens hGPR39 (s.Abb. 6-13) und dem BMI. 
Das heißt, dass die Zielvariable hGPR39 (fast signifikant) proportional zum BMI 
beeinflusst wurde.  
Ein Bezug zum Alter der jeweiligen Patientin besteht auch unter Nicht-Beachtung des 
Ausreißers nicht (s. Abb. 6-12). 
 
 
Abb. 6-12 Parameterschätzer der univarianten Varianzanalyse unter 
Berücksichtigung des Ausreißers. Es besteht kein signifikanter linearer 
Zusammenhang zwischen der normierten Kopienzahl des hGPR39-Gens und dem BMI 
oder Alter der Patientin. Berechnung aus n=12 Fettgewebeproben 
 
 
Abb. 6-13 Parameterschätzer der univarianten Varianzanalyse ohne 
Berücksichtigung des Ausreißers. Es besteht ein nahezu signifikanter (p=0,062), 
linear positiver Zusammenhang zwischen der Expression des hGPR39-Gens im 
Fettgewebe und dem BMI der entsprechenden Patientin. Ein Bezug zum Alter besteht 
nicht. Berechnung aus n=11 Fettgewebeproben 





7.1 Diskussion des Einflusses von Obestatin auf die 
Proliferation von 3T3-L1 Zellen 
 
 
Wie im Ergebnisteil unter 6.1. gezeigt, lässt sich eine a priori angenommene 
Hemmung der Proliferation von 3T3-L1 Zellen durch das Peptidhormon Obestatin im 
Proliferationstest mit CellTiter96 nicht bestätigen. Es konnte weder im Versuchsansatz 
mit 3% FBS noch mit 10% FBS im Kulturmedium ein signifikanter Einfluss von 
Obestatin auf das Proliferationsverhalten der Zellen gezeigt werden.  
Durch die beiden unterschiedlichen Proliferationsansätze wurde versucht, einen 
möglichen Einfluss von FBS auf die Proliferation der 3T3-L1 Zellen tendenziell 
beurteilen zu können. Da fetales Kälberserum (FBS) eine Vielzahl von Proteinen und 
Wachstumsfaktoren enthält, von denen noch nicht alle bekannt sind [Schrödel, 2007], 
sollte deren eventueller Effekt auf die Proliferation der Zellen durch die beiden 
getrennten Versuchsansätze besser beurteilbar und somit möglichst abgrenzbar von 
diesen unbekannten Einflussfaktoren werden.  
Es wurde jedoch kein Unterschied im Proliferationsverhalten der 3T3-L1 Zellen bei 
den Versuchen mit 3% FBS im Vergleich zu denen mit 10% FBS im Kulturmedium 
beobachtet.  
 
Die 3T3-L1 Zellen wurden über 24 Stunden mit dem zu testenden Hormon Obestatin 
in den Konzentrationen von 10nM und 100nM inkubiert. Da das Peptidhormon in vivo 
aber wahrscheinlich in regelmäßigen Abständen ins Plasma abgegeben wird und seine 
Halbwertszeit dort etwa 22 Minuten beträgt [Zizzari et al., 2007], ist denkbar, dass ein 
Einfluss auf die Proliferation der Zellen nach 24 Stunden Inkubation durch den 
verwendeten Proliferationstest nicht mehr nachzuweisen war.  
Es erfolgte keine Veränderung der Inkubationszeit zur Anpassung an die natürliche 
Halbwertszeit von Obestatin, da mit diesem Verfahren (Bestimmung der absoluten 
Zellzahl) nur hinreichend das Verhalten der Zellen untersucht werden kann. Vielmehr 
wurden die Untersuchungen der Proliferation auf Proteinebene mittels SDS-
Page/Western Blot und in situ ELISA ergänzt (s. 6.3 und 6.4.).  
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Auch Miegueu et al. konnten 2010 keinen signifikanten Effekt von Obestatin (1nM, 
10nM) auf die Proliferation von 3T3-L1 Zellen nachweisen [Miegueu et al., 2010]. 
Nach zwei Stunden Inkubation in serumfreiem Medium wurden, wie für die vorgelegte 
Dissertationsarbeit, die Zellen über einen Zeitraum von 24 Stunden mit den zu 
testenden Substanzen inkubiert. Anschließend erfolgte die Bestimmung der 
Lebendzellzahl mit CellTiter96. Der Unterschied in der Durchführung zu den 
Experimenten dieser Arbeit bestand offensichtlich im verwendeten Peptidhormon 
Obestatin. Während für diese Arbeit das gekaufte Substrat (s. 4.2.) direkt verwendet 
wurde, führten Miegueu et al. alle Versuche - wie Zhang et al. 2008 - mit Obestatin 
durch, das vor der Verwendung mit Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 
aufgereinigt und verifiziert wurde (siehe auch 7.3.). Somit konnte ein Peptidgehalt am 
Substrat von über 85% gewährleistet werden. 
Darüberhinaus konnten die negativen Ergebnisse des Proliferationstests von Miegueu 
et al. durch weitere Untersuchungen mit ³H-Thymidin bekräftigt werden. Diese 
Evaluation der Zellproliferation basiert auf einem Verfahren von Boney et al. [Boney 
et al., 2000] und macht die Bestimmung der Proliferationsrate mithilfe des radioaktiv 
markierten DNA-Präcursors ³H-Thymidin möglich. Auch mit diesem 
Nachweisverfahren konnte kein Effekt von Obestatin (24h-Inkubation mit 1nM, bzw. 
10nM Obestatin) auf die Zellproliferation nachgewiesen werden [Miegueu et al., 
2010]. 
 
So sind zwar die oben aufgeführten Gründe für einen ausbleibenden Effekt von 
Obestatin auf die 3T3-L1 Zellen zu diskutieren, allerdings als weniger wahrscheinlich 
zu betrachten. Es kann wohl davon ausgegangen werden, dass Obestatin selbst in 
seiner puren, aktiven Form keinen mit diesem Proliferationstest nachweisbaren Effekt 
auf die Proliferation von 3T3-L1 Zellen besitzt. 
 
 
7.2 Diskussion des Einflusses von Obestatin auf die 
Differenzierung von 3T3-L1 Zellen 
 
Die Zelldifferenzierung hängt von verschiedenen äußeren und inneren Faktoren ab, 
wie zum Beispiel von Wachstumsfaktoren und Hormonen. Wie unter 6.2. gezeigt, 
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konnte dem Peptidhormon Obestatin in dieser Dissertationsarbeit kein signifikanter 
Einfluss auf die Differenzierung von 3T3-L1 Zellen nachgewiesen werden.  
 
Bei Vorversuchen mit 3% und 10% FBS im Medium lief die Differenzierung sehr 
rasch ab. Die Messungen der Fluoreszenz wiesen zu große Sprünge auf und bereits 
nach etwa sieben Tagen war keine Progression mehr messbar. Da dies auf den Anteil 
an FBS im Kulturmedium zurückgeführt wurde, fand bei der Durchführung der 
Differenzierungsexperimente eine Abweichung von den FBS-Konzentrationen der 
anderen Versuchsreihen statt. Diese Untersuchungen wurden parallel mit 3% und ohne 
FBS durchgeführt. Somit sollte der Einfluss von FBS auf die untersuchten Zellen 
während der Differenzierung möglichst gering gehalten werden. 
Auch in serumfreiem Kulturmedium nahm der generelle Grad der Differenzierung der 
3T3-L1 Zellen über den beobachteten Zeitraum von elf Tagen zu (s. 6.2.1.). 
Offensichtlich war auch ohne FBS eine Weiterentwicklung der Präadipozyten, 
gemessen an der Menge eingelagerter Lipidtröpfchen, zu ermöglichen. Für die 
Aufrechterhaltung der Differenzierung genügt wahrscheinlich das im Medium 
enthaltene Insulin. 
Die erwartungsgemäß signifikante Hemmung der Differenzierung durch TNFα [Chae 
& Kwak, 2003]  mit 10μg/ml im Kulturmedium über den gesamten 
Beobachtungszeitraum hinweg, unterstrich dabei die Zunahme der Differenzierung bei 
den anderen untersuchten Gruppen. 
 
Sowohl mit 10nM als auch 100nM Obestatin im Kulturmedium wurde die 
Differenzierung der 3T3-L1 Zellen nicht wie a priori erwartet gehemmt. Tendenziell 
schien es eher, als ob Obestatin im Kulturmedium ohne FBS eine Aktivierung der 
Differenzierung verursacht (s. 6.2.1.). Denn abhängig von der Obestatinkonzentration 
zeigte sich im Vergleich zur Kontrolle ab Tag sieben eine (nicht signifikant) stärkere 
intrazelluläre Lipideinlagerung in den Zellen, die mit Obestatin behandelt wurden 
(100nM > 10nM).  
Eine Aktivierung der Zelldifferenzierung durch Obestatin wurde bisher nur von einer 
Arbeitsgruppe beschrieben. Miegueu et al. wiesen 2010 eine signifikante Zunahme der 
intrazellulären Lipidakkumulation in 3T3-L1 Zellen durch Obestatin nach [Miegueu et 
al., 2010]. Eine Dosis-Wirkungsbeziehung wurde dort mit den Konzentrationen von 
1nM und 10nM aber nicht gezeigt.  
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Der anabole Effekt von Obestatin zeigte sich in dieser Dissertationsarbeit jedoch 
ausschließlich bei den Differenzierungsversuchen ohne FBS im Kulturmedium.  Bei 
den Experimenten mit 3% FBS im Kulturmedium konnte kein Trend oder signifikanter 
Effekt beobachtet werden (s. 6.2.2.). Durch den Serumanteil im Medium ist aber 
möglicherweise ein Faktor hinzugekommen, der einen Einfluss unbekannten 
Ausmaßes auf die Differenzierung der Zellen besitzt. Denn FBS enthält über 1000 
Inhaltsstoffe, darunter auch Proteine und Wachstumsfaktoren, von denen viele bis 
heute nicht identifiziert sind [Schrödel, 2007].  
Die von Miegueu et al. durchgeführten Untersuchungen wurden an Tag neun nach 
Induktion der Differenzierung vorgenommen. Bis dahin wurde Obestatin den 
entsprechenden Differenzierungsmedien zugesetzt, die durchgehend 10% FBS 
enthielten [Miegueu et al., 2010]. Es kann nun diskutiert werden, ob dem in dieser 
Dissertationsarbeit verwendeten Obestatin nun generell kein Effekt auf die 
Differenzierung der 3T3-L1 Zellen nachzuweisen ist und es sich bei den Ergebnissen 
der ohne FBS kultivierten Zellen um eine zufällige Tendenz handelt. Oder ob das hier 
verwendete Obestatin-Substrat lediglich eine sehr geringe Menge des aktiven 
Peptidhormons enthielt. So schiene es denkbar, dass die (tendenzielle) Wirkung nur 
ohne FBS gezeigt werden konnte, da bereits ein Serumanteil von 3% im Kulturmedium 
die Überlagerung eines schwachen Effektes bewirkte. Weitere Versuche dieser Art zur 
Klärung des Einflusses von Obestatin auf die Differenzierung von 3T3-L1 Zellen sind 
daher notwendig. 
 
Die hier generell beobachtete große Streubreite der Einzelmessungen (mit einem 
Maximum an Tag elf) war möglicherweise durch die lange Phase von der Einleitung 
der Differenzierung bis zur Quantifizierung der intrazellulären Lipidakkumulation 
bedingt. Bei den mikroskopischen Kontrollen unmittelbar vor den Messungen war ein 
über den Beobachtungszeitraum zunehmender Verlust an 3T3-L1 Zellen zu erkennen. 
Da die adhärent wachsenden Zellen mit zunehmender Menge eingelagerter 
Lipidtröpfchen größer werden, sich abrunden [Fischer-Posovszky & Wabisch, 2004] 
und dadurch wahrscheinlich weniger fest haften, wurde möglicherweise ein 
Auswaschen beim Wechseln des Mediums (jeden zweiten Tag) befördert. Durch eine 
größere Anzahl an Messergebnissen könnte statistisch die Streubreite der 
Einzelmesswerte verringert und somit auch eine exaktere Betrachtung eines 
eventuellen Trends ermöglicht werden.  
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7.3 Diskussion des Einflusses von Obestatin auf die ERK1/2-
Phosphorylierung, untersucht mithilfe Western Blot-
Analyse 
 
Diese Untersuchungen des Einflusses von Obestatin auf die ERK1/2-Phosphorylierung 
mittels Western Blot-Analyse sind als Vorversuche zu werten.  
 
Es wurden vorerst Langzeitstimulation mit Obestatin über 24 Stunden durchgeführt. 
Wegen fehlender oder uneinheitlicher Ergebnisse wurde in einem neuen 
Versuchsansatz eine Kurzzeitstimulation getestet. Die 30-minütige Stimulation mit 
Obestatin erfolgte dabei erst nach fünfstündiger Inkubation der 3T3-L1 Zellen in 
serumfreiem Medium, um möglichst einen gleichen Ausgangszustand der in 
unterschiedlichen Stadien befindlichen Zellen zu erreichen. Darüber hinaus wurde 
versucht, durch die 30-minütige Stimulation die geringe Halbwertszeit von Obestatin 
(etwa 22 Minuten [Zizzari et al., 2007]) im Plasma zu berücksichtigen. 
Mit diesem Ansatz konnte - entgegen den Erwartungen - an Tag drei eine Zunahme des 
pERK/ERK-Quotienten gezeigt werden. Sowohl mit 3% FBS als auch 10% FBS im 
Kulturmedium war jeweils in einem Western Blot die konzentrationsabhängige 
Phosphorylierung des Schüsselenzyms ERK durch Obestatin zu beobachten. Somit 
scheint es, als habe an Tag drei in Abhängigkeit von der Menge des eingesetzten 
Obestatins eine Aktivierung der für die Zellproliferation unerlässlichen MAP-Kinase 
[Bost et al., 2005] stattgefunden hätte. 
Diese Annahme lässt sich jedoch ausschließlich für Tag drei der Untersuchungen 
ableiten, da eine Auswertung an den beiden anderen Messtagen nicht möglich war. An 
Tag eins und sechs blieb auch nach zahlreichen Veränderungen bei der Immunfärbung 
und der Detektion der Banden ein Nachweis von spezifischen pERK-Banden aus (s. 
6.3.1 und 6.3.2). Aus diesem Grund und den Ergebnissen an Messtag drei wurden zur 
weiteren Klärung detailliertere Untersuchungen des Schlüsselenzyms ERK mit Hilfe 
des in situ ELISAs (s. 6.4.) angeschlossen. 
 
Zhang et al. konnten 2008 eine Obestatin-induzierte Aktivierung des ERK-
Signalweges in 3T3-L1 Zellen mithilfe des Western Blots nachweisen. Hier wurde 
gezeigt, dass eine Stimulation mit 10nM Obestatin zeitabhängig bereits nach fünf 
Minuten zu einer signifikanten Steigerung der ERK-Phosphorylierung führt. 
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Darüberhinaus bewirkte die Stimulation mit einer steigenden Konzentration an 
Obestatin (von 0,1 bis 100nM) eine dosisabhängige Aktivierung der Extracellular-
signal Regulated Kinase. Das Maximum zeigte sich dabei mit 10nM Obestatin [Zhang 
et al., 2008].  
Der Unterschied in der Durchführung zu den hier demonstrierten Versuchen liegt im 
verwendeten Peptidhormon. Während für diese Dissertationsarbeit das Obestatin der 
Maus von der Firma Phoenix Pharmaceuticals direkt verwendet wurde, benutzten 
Zhang et al. entweder ebenfalls das von Phoenix Pharmaceuticals gekaufte oder von 
der „Nucleic Acid facility“ der Stanford University eigens hergestellte Hormon. Beide 
wurden allerdings für die Versuche durch Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 
aufgereinigt und anschließend die Peptidsequenz mithilfe von Massenspektrometrie 
und Aminosäure-Analyse überprüft, um sicherzustellen, dass ausnahmslos reines, 
aktives Obestatin verwendet wurde.  
Die Tatsache, dass durch das für diese Dissertationsschrift verwendete Obestatin keine 
signifikante Wirkung auf die Proliferation (s. 6.1.) oder auf die Differenzierung (s. 
6.2.) der 3T3-L1 Zellen nachgewiesen werden konnte, mag daran liegen, dass in dem 
nicht nachbehandelten Substrat von Phoenix Pharmaceuticals nur ein geringer Anteil 
des Peptidhormons vorlag. Dass die Western Blot-Untersuchungen jedoch bei 3% und 
10% FBS an Tag drei eine Stimulation der ERK-Phosphorylierung (nicht signifikant, 
da n=1) durch Obestatin gezeigt werden konnte, lässt sich nicht mit der Vermutung in 
Einklang bringen, dass Obestatin in einer zu geringen Konzentration im Substrat 
vorlag. 
Ebenfalls ungeklärt bleibt das Muster der ERK-Stimulation an Tag drei (stärkere 
Stimulation durch 100nM, als durch 10nM Obestatin), das nicht dem von Zhang et al. 
demonstrierten (Maximum bei 10nM Obestatin) entspricht. Hierfür könnte jedoch die 
geringere Menge an Obestatin in der ungereinigten Präparation verantwortlich gemacht 
werden. So wäre es eventuell möglich, dass letztendlich 100nM Obestatin des hier 
verwendeten Substrates effektiv etwa 10nM des reinen Obestatins entsprechen.  
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7.4 Diskussion des Einflusses von Obestatin auf die ERK1/2- 
Phosphorylierung, untersucht mittels in situ ELISA 
 
Die Ergebnisse der in situ ELISA-Messungen (s. 6.4.) konnten die Ergebnisse von Tag 
drei der Western Blot-Analyse nicht bestätigen. Exakter als mit dem Western Blot 
kann mithilfe des in situ ELISAs das Verhältnis der aktiven pERK zu ihrer inaktiven 
Form (ERK) bestimmt werden. Doch mit diesem Nachweisverfahren war an keinem 
der untersuchten Tage weder in der Konzentration von 10nM noch von 100nM ein 
signifikanter Einfluss von Obestatin auf die MAP-Kinase zu messen. Zur besseren 
Vergleichbarkeit mit denen von Zhang et al. gezeigten Ergebnissen und mit den 
anderen Versuchen dieser Dissertationsarbeit, wurden die FBS-Konzentrationen im 
verwendeten Kulturmedium wieder auf 3% und 10% FBS erhöht. Die Stimulation der 
Zellen mit den zu testenden Substanzen erfolgte wie bei den Versuchen, die mit der 
Western Blot-Analyse ausgewertet wurden (s. 7.3.). Als Kontrolle wurde in dieser 
Versuchsreihe PMA mitgeführt. Dieser Phorboldiester gilt als der stärkste Aktivator 
der untersuchten MAP-Kinase [Line et al., 2002] und verschiebt damit das 
intrazelluläre Verhältnis von pERK zu ERK zu einem maximal großen Wert. 
 
Mithilfe des in situ ELISAs konnte gezeigt werden, dass wie erwartet durch PMA eine 
signifikante Stimulation des ERK-Signalweges in den 3T3-L1 Zellen erreicht wird. 
Obestatin wurde aber in keiner der untersuchten Konzentrationen ein Einfluss auf 
diesen nachgewiesen. Da die Ergebnisse durch den in situ ELISA quantitativ präzise 
zu bestimmen sind und außerdem eine Positivkontrolle der ERK-Phosphorylierung 
(PMA) mitgeführt wurde, kann wohl davon ausgegangen werden, dass die Ergebnisse 
des in situ ELISAs valider sind, als die der Analysen mittels Western Blot. 
Wie bereits unter 7.3. besprochen, wies Zhang et al. 2008 aber eine Stimulation des 
ERK-Signalwegs in 3T3-L1 Zellen nach. Daher ist für die davon abweichenden, hier 
gezeigten Untersuchungsergebnisse am ehesten die Qualität des verwendeten 
Obestatins verantwortlich zu machen. 
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7.5 Diskussion der Ergebnisse im Vergleich mit denen von 
Zhang et al. und Miegueu et al. 
 
In Zusammenschau aller Versuchsergebnisse, die in dieser Dissertationsarbeit erzielt 
wurden, kann davon ausgegangen werden, dass das hier verwendete Obestatin wohl 
keinen Effekt auf das Adipozytenmodell 3T3-L1 besitzt. Durch die von Zhang et al. 
(s.7.3) [Zhang et al., 2008] bzw. Miegueu et al. (s. 7.1 und 7.2) [Miegueu et al., 2010] 
vorgestellten Forschungsergebnisse, muss vermutet werden, dass der Anteil des 
aktiven Obestatins im verwendeten Substrat eine zu geringe Konzentration aufwies, 
um mit den angewendeten Nachweisverfahren signifikante Ergebnisse zu erzielen. 
Dennoch wurde der Trend einer tendenziellen Aktivierung der Differenzierung bei den 
Versuchen ohne FBS im Medium gemessen. Dies könnte den Ergebnissen von 
Miegueu et al. entsprechen.  
Auch die Verschiebung des pERK/ERK-Quotienten durch Obestatin, hin zur 
aktivierten (phosphorylierten) Kinase an Tag drei im Western Blot, würde in die 
Richtung der von Zhang et al. publizierten Ergebnissen weisen. Auch die hier 
demonstrierte Dosis-Wirkungs-Beziehung wäre mit der Annahme einer lediglich 
abgeschwächten Wirkung des verwendeten Obestatins in Einklang zu bringen. 
Der fehlende Nachweis eines Obestatin-Effekts in den Untersuchungen mithilfe des in 
situ ELISAs passen jedoch nicht zur Annahme einer nur abgeschwächten Wirkung 
durch eine zu geringe Konzentration von Obestatin im verwendeten Substrat. Denn 
wenn davon ausgegangen wird, dass an Tag drei im Western Blot, bzw. in den 
Differerenzierungsexperimenten ein tendenzieller Effekt durch das verwendete 
Substrat zu erzielen war, hätte auch mit den in situ ELISA-Analysen ein Effekt zu 
beobachten sein müssen.  
Aus diesen Gründen sollten alle hier durchgeführten Experimente mit reinem Obestatin 
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7.6 Diskussion der Expression des hGPR39-Gens in humanen 
Fettgewebeproben, untersucht mittels quantitativer PCR 
 
Vorbetrachtungen: 
Die mögliche Rolle von Obestatin und auch seine Wirkungsvermittlung durch die 
Interaktion mit GPR39, bleibt umstritten [Gourcerol et al. 2007]. Immer noch wird 
kontrovers diskutiert, ob Obestatin tatsächlich der natürliche Ligand des G-Protein 
gekoppelten Rezeptors GPR39 ist [Zhang et al., 2005; Holst et al., 2007; Lauwers et 
al., 2006].  
Zhang et al. vermuteten, dass die uneinheitlichen Ergebnisse der Bindungsstudien mit 
125
I-Obestatin an GPR39 durch die jeweilig unterschiedliche Bioaktivität des 
radioaktiv markierten Obestatins zustande kommen [Zhang et al., 2008]. Da bis zu vier 
Jodmoleküle in das Peptidhormon während der Jodierung eingebaut werden können, 
vermuteten Zhang et al. einen variablen Wirkungsverlust je nach Anzahl der 
eingebauten Jodmoleküle.  
Aus diesem Grund wurden von dieser Arbeitsgruppe alle Bindungsstudien 
ausschließlich mit 
125
I-Monoiodoobestatin durchgeführt. Die Ergebnisse, der mit dieser 
Obestatin-Form durchgeführten Versuche, legen nahe, dass Obestatin wohl an GPR39 
bindet und dadurch diverse Gewebefunktionen reguliert.  
In menschlichem Fettgewebe wurde eine verminderte GPR39-Rezeptor-Expression in 
Patienten mit adipositas-assoziiertem Diabetes mellitus Typ II gefunden [Catalán et al., 
2007]. Auch dies deutet darauf hin, dass GPR39 wahrscheinlich eine positive Rolle in 
der Adipogenese [Zhang et al., 2008] und somit in der Regulation des Körpergewichtes 
spielt. 
Daher wurde für diese Versuchsreihe vorausgesetzt, dass GPR39 den spezifischen 
Rezeptor von Obestatin darstellt. 
 
2010 konnte von Miegueu et al. gezeigt werden, dass die Expression des Ghrelin-
Rezeptors GHSR1 in omentalem Fettgewebe sowohl mit dem BMI als auch mit dem 
Plasma-Insulinspiegel der entsprechenden Person (signifikant) positiv korreliert. Für 
subkutanes Fettgewebe konnte ein solcher statistischer Zusammenhang nicht 
hergestellt werden [Miegueu et al., 2010]. So kann möglicherweise geschlussfolgert 
werden, dass in viszeralem/omentalem Fettgewebe eine autogene Regulation des 
  Diskussion 
 
 72 
Ghrelinrezeptors (und somit wohl der Wirkung von Ghrelin) in Abhängigkeit vom 
Körpergewicht stattfindet.  
Ausgehend von der Annahme, dass eventuell auch die Expression des Obestatin-
Rezeptors GPR39 durch eine autogene Regulation in Abhängigkeit vom 
Körpergewicht variiert wird, wurde in dieser Dissertationsarbeit versucht, einen 
statistischen Zusammenhang zwischen der Expression des hGPR39-Gens im 
Fettgewebe und dem BMI bzw. Alter der entsprechenden Person nachzuweisen.  
 
Diskussion der Ergebnisse: 
Aufgrund der geringen Zahl subkutaner (n=7) und viszeraler (n=5) Fettgewebeproben 
konnte aber hier in der getrennten Betrachtung keine aussagekräftigen Beurteilungen 
getroffen werden. Aus diesem Grund erfolgte die Betrachtung anschließend für beide 
Gewebearten gemeinsam. Wie unter 6.5. demonstriert, konnte hierbei keine 
signifikante Korrelation zwischen der relativen Kopienzahl von hGPR39 und dem BMI 
bzw. Alter des Patienten nachgewiesen werden. 
Da es aber im gezeigten Streudiagramm (Abb. 6-12, B) unter Nicht-Berücksichtigung 
des einen Extrem-Messwertes auf den ersten Blick erscheint, als könne ein 
Zusammenhang zwischen der Expression des hGPR39-Gens und dem BMI bestehen, 
wurden die 12 Proben anschließend mithilfe der univarianten Varianzanalyse (SPSS) 
jeweils mit und ohne den Ausreißer statistisch geprüft. Die Varianz der Zielvariablen 
der relativen hGPR39-Kopienzahl sollte dabei durch den Einfluss des Faktors BMI 
bzw. Alter erklärt werden. Ohne Beachtung des Ausreißer-Messwertes wurde dabei ein 
nahezu signifikanter (p=0,06), positiv linearer Zusammenhang zwischen der 
normierten Kopienzahl des Rezeptor-Gens und dem BMI gezeigt. So scheint es, als ob 
die Zielvariable möglicherweise proportional zum BMI beeinflusst wird, während das 
Alter auf die Rezeptorexpression keinen Einfluss zu haben scheint. 
 
Ergebnisse im Kontext der gesamten Dissertationsarbeit: 
Zhang et al. zeigten 2008 eine Aktivierung des ERK-Signalweges durch Obestatin in 
3T3-L1 Zellen während der Proliferation [Zhang et al., 2008]. Wobei diese Kinase 
sowohl in der Vermittlung der Zellproliferation als auch der Zelldifferenzierung das 
Schlüsselenzym darstellt [Bost et al., 2005].  
Darüberhinaus demonstrierten Miegueu et al., dass Obestatin zwar keinen 
proliferativen Effekt auf Präadipozyten (3T3-L1) besitzt, wohl aber in vitro deren 
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Differenzierung stimuliert, die Fettsäure-Aufnahme steigert und die Lipolyse hemmt 
[Miegueu et al., 2010]. Folglich wurde gemutmaßt, dass unter anderem das 
Peptidhormon Obestatin in vivo Fettgewebe zu Hyperplasie und Hypertrophie 
stimulieren könnte [Miegueu et al., 2010], was wiederum verbunden wäre mit 
Funktionsstörungen, die aus der veränderten Sekretion der hypertrophischen und 
hyperplastischen Adipozyten resultieren [Krug & Ehrhart-Bornstein, 2005].   
So wäre also denkbar, dass Obestatin und Ghrelin, deren Effekte immer noch nicht 
vollständig erforscht sind, nicht nur gleichen Ursprungs sind, sondern auch (teilweise) 
ähnlich wirken. Es scheint folglich naheliegend, dass auch der Obestatin-Rezeptor 
GPR39 in humanem Fettgewebe positiv mit dem BMI korreliert (wie GHSR1). Ob 
dies für den Obestatin-Rezeptor sowohl in viszeralem als auch subkutanem Fettgewebe 
gilt, bedarf weiterer Nachforschungen. Aus diesem Grund müssen die hier 
durchgeführten Untersuchungen mit der Analyse weiterer Fettgewebeproben ergänzt 
werden. 
Sollte dadurch bekräftigt werden können, dass ein solcher positiver linearer 
Zusammenhang zwischen der Expression des hGPR39-Gens und dem BMI besteht und 
darüber hinaus die Ergebnisse von Miegueu et. al reproduzierbar sind, schiene es 
denkbar, dass Obestatin in vivo nicht – wie bisher angenommen – eine Verminderung 
der Gewichtszunahme bewirkt, sondern möglicherweise den adipösen Phänotyp und 
die damit verbundenen Begleit- und Folgekrankheiten befördert. 
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AK  Antikörper 
APS  Ammoniumpersulfat 
BMI  Body-Mass-Index 
bp   Basenpaare 
BSA  Rinderserumalbumin (albumin bovine serum) 
Ca²
+
  Calciumionen 
cAMP  zyklisches Adenosin-Monophosphat 
cDNA  komplementäre DNA 
CO²  Kohlenstoffdioxid 
CRP  C-reaktives Protein (Entzündungsparameter) 
CT-Wert  PCR-Zyklus des Schwellenwerts (threshold cycle)   
Da   Dalton 
dest.  destilliert 
DMEM  DMEM-Medium (Dulbecco´s Modification of Eagle´s Medium) 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA  Desoxyribonukleinsäure (desoxyribonucleinacid) 
DNase  Desoxyribonuklease 
dNTP  Desoxynukleosidtriphosphat 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure (ethylenediaminetetraaceticacid) 
ELISA Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (Enzyme-linked 
Immunosorbent Assay) 
ERK Extracellular-signal Regulated Kinase; extrazelluläre Signal 
regulierte Kinase 
EtBr  Ethidiumbromid 
F   orwärtsprimer (forward) 
FBS  fetales Rinderserum (fetal bovine serum) 
GHSR Wachstumshormone freisetzender Rezeptor (Growth Hormone 
Secretagogue Rezeptor) 
GPCR   G-Protein gekoppelten Rezeptor (G-protein coupled receptor) 
GPR39  G-Protein gekoppelter Rezeptor 39 
HCl  Salzsäure 
HDL  High-Density-Lipoprotein 
HRP  Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase) 
IBMX  3-Isobutyl-1-methyl-Xanthin 
JNK  c-Jun-N-terminale-Kinase 
ko   Kontrolle 
M   Molar 
m   milli-, tausendster Teil 
m   Maus 
MAPK  Mitogen aktivierte Proteinkinase 
MAPKK  Mitogen aktivierte Proteinkinase Kinase 
MAPKKK MAP-kinase kinase kinase (= MAP3K oder MEKK) 
MEK1/2  = MAP2K1/2 
M-MLV  Reverse Transkriptase (Moloney Murine Leukemia Virus) 
Mos  Proto-onkogene serin/threonin-protein kinase 
mRNA  Boten-RNA (messenger-RNA) 
MTS 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium 
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NaCl  Natriumchlorid (auch Sodiumchlorid) 
nM  nanomolar 
NPY  Neuropeptid Y 
OD  optische Dichte 
oligo-dt  primer Oligonukleotidprimer 
p (engl. p-value von probability = Wahrscheinlichkeit) statistische 
Signifikanz 
PBS  Phosphatgepufferte Saline (phosphate buffered saline) 
PCR  Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction) 
PMA   Phorbol 12-Myristate 13-Acetate 
qPCR  quantitative PCR = rtPCR 
R   Rückwärtsprimer (reverse) 
Raf Proteinkinasen-Familie (rapidly growing fibrosarcoma bzw. rat 
fibrosarcoma) 
RNA  Ribonukleinsäure (ribonucleinacid) 
RNase  Ribonuklease 
RT   Raumtemperatur 
rtPCR  real time PCR = qPCR 
SA-HRP  Streptavidin – Meerrettich Peroxidase 
SDS  Sodiumdodecylsulfat 
SEM  (standard error of the mean) Standardfehler des Mittelwertes 
Sig.  statistische Signifikanz = p-Wert 
Std   Standard 
T   Testprüfgröße des t-Tests 
TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
Taq-Polymerase DNA-Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus 
TBS/T  Tris Base-Sodiumchlorid/ Tween 20 
TEMED  N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin 
Temp.  Temperatur 
Tm  Schmelztemperatur (melting temperature) 
TMB  3,3´,5,5´-Tetramethylbenzidin 
TNF   Tumornekrosefaktor  
Tpl 2  tumor progression locus 2 
TRIS  Tris- (hydroxymethyl)- aminomethan 
U   Units 
V   Volt 
WHO  Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization) 
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8.5 Eidesstattliche Erklärung 
 
Die vorliegende Dissertation wurde am Universitätsklinikum Carl Gustav Carus der 
Technischen Universität Dresden unter Betreuung von Prof. Dr. Stefan R. Bornstein 
angefertigt. 
 
Ich versichere, dass ich die vorliegende Dissertation selbstständig und ohne unerlaubte 
Hilfe angefertigt und andere als die in der Dissertation angegebenen Hilfsmittel nicht 
benutzt habe. Alle Stellen, die wörtlich oder sinngemäß aus anderen Schriften 
entnommen sind, habe ich als solche kenntlich gemacht. 
 
Ich erkläre außerdem, dass die vorliegende Dissertation weder in gleicher, noch in 
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1.)  Das hier verwendete Obestatin (Phoenix Pharmaceuticals Inc., Burlingame, USA) 
besitzt wohl aufgrund seiner geringen Reinheit keine signifikanten Effekte auf das 
Adipozytenmodell 3T3-L1. 
 
2.) Es kann wohl davon ausgegangen werden, dass Obestatin selbst in seiner puren, 
aktiven Form keinen mit diesem Proliferationstest CellTiter96 nachweisbaren Effekt 
auf die Proliferation von 3T3-L1 Zellen besitzt. 
 
3.)  Es scheint denkbar, dass bereits ein Serumanteil von 3% im Kulturmedium eine 
Überlagerung eines geringen Effektes (aufgrund der geringen Konzentration im 
Substrat) von Obestatin auf die Differenzierung von 3T3-L1 Zellen bewirkt. 
 
4.) Scheinbar findet an Tag drei in Abhängigkeit von der Menge des eingesetzten 
Obestatins eine Aktivierung der für die Zellproliferation unerlässlichen MAP-Kinase 
ERK 1/2 statt. 
 
5.) Möglicherweise besteht in humanen Fettgewebeproben ein positiver linearer 
Zusammenhang zwischen der normierten Kopienzahl des Rezeptor-Gens GPR39 und 
dem BMI der entsprechenden Person, der diese Probe entnommen wurde. 
 
6.)  Wahrscheinlich besteht in humanen Fettgewebeproben kein linearer 
Zusammenhang zwischen dem Alter einer Person und der Expression des Obestatin-
Rezeptors GPR39  
 
 7.) Es ist denkbar, dass Obestatin und Ghrelin nicht nur gleichen Ursprungs sind, 
sondern auch (teilweise) ähnlich wirken. Denn Obestatin bewirkt offensichtlich in vivo 
nicht – wie bisher angenommen – eine Verminderung der Gewichtszunahme, sondern 
befördert möglicherweise den adipösen Phänotyp und die damit verbundenen Begleit- 
und Folgekrankheiten. 
 
